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Vorrede und Einleitung. 

Wenn ich gerade dieses Buch als zweites in der Reihe meiner 
Botanischen Praktika erscheinen lasse, so bestimmt mich dazu zuerst 
die Meinung, daß für ein derartiges Werkchen jetzt ein Bedflr&is vor- 
handen sei. Es fehlte ein Buch, welches den Botaniker in die für ihn 
wichtigsten Methoden der Bakterienkultur und Pilzkultur und in die 
wichtigsten physiologischen Methoden , welche zur Bestimmung der 
Bakt«rienspezies nötig sind, einführen konnte, sowie eine Anleitung zu- 
einer für den zuletzt genannten Zweck genügend genauen mikro- 
skopischen Untersuchung der Bakterien. 

Ich glaube, daß eine solche Anleitung auch deshalb jetzt gerade 
recht kommt, weil die botanische Durcharbeitung der sporenbildenden 
Bakterienspezies ein immer dringenderes Bedürfnis wird imd sowohl 
für die reine Botanik als auch für viele praktische Fächer von Be- 
deutung ist. 

Dieses Buch ist selbstverständlich keine direkte Fortsetzung des 
,,Ersten mikroskopischen Praktikuins", und letzteres steht nur insofern 
zu ihm in Beziehung, als deijenige, welcher letzteres durchgearbeitet 
hat, iShig sein wird, den mikroskopischen Teil der Hebungen, welche 
dieses Praktikum bietet, zu bewältigen. 

Einige Punkte, die hier ErwSiinung finden, werden nur verständ- 
lich werden, wenn ich darauf hinweise, dass sich an dieses Werkchen 
ein Praktikum über Pilze direkt anschließen soll. Ich habe nur aus 
Zweckmässigkeitsgründen davon abgesehen, beide Praktika zu vereinigen ; 
ich habe das Bakterienpraktikum vorausgeben lassen, weil die Kultur- 
melhoden, welche man für die Bakterien verwendet, auch alle für die 
Pilze verwendbar sind, nicht umgekehrt, und habe es allein erscheinen 
lassen, weil für manche Praktiker die Pilze von geringerem Interesse 
sind als die Bakterien. Die Arbeiten, zu welchen dieses Buch die An- 
leitung giebt, lassen sich, wenn die Kapitel zu Hause vorher studiert 
werden, und das Laboratorium bequem eingerichtet ist, an den \'or- 
mittagen oder Nachmittagen eines Semesters durchführen. 

Das Charakteristische des Buches liegt darin, daß soweit als mög- 
lich in allgemein orientierenden Kapiteln die theoretischen Grund- 
lagen für die Hebungen gegeben werden, so daß der Praktikant wissen 
kann, weshalb er seine Arbeit so und nicht anders ausführen darf, und 
in Fällen, die nicht vorgesehen sind, auch später selbständig vor- 
gehen kann. 
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Das Studium aller allgemeinen Kapitel ist also durch- 
aus für das Verständnis und die tüchtige Ausführung der 
üebungen nötig. 

Das gilt auch für die erläuternden technischen Kapitel. So z. B. 
ist die richtige Handhabung des Sterilisationsver^rens wesentlich ab- 
hängig von dem genauen Studium des ganzen Kapitel I und die 
Unkenntnis des Inhaltes von Kapitel I würde sich während aller 
Arbeiten fühlbar machen. Ebenso Ist das Kapitel Über die Nährböden 
genau durchzulesen, weil man sich sonst über den verschiedenen Wert 
der Nährböden nicht klar wird; weil wir femer einzelne der be- 
schriebenen Nährböden, die nicht in den Hebungen hergestellt werden, 
im Laufe der Üebungen gebrauchen; weil wir ohne Studium des 
Kapitels nichts erfahren würden über die Anwendung der Nährböden 
für die Speziesdiagnose u. s. w. Es würde also auch, ohne genaues 
Studium der erläuternden Kapitel, ein grosser Teil dessen nicht gelernt 
werden, was zur Ausführung von botanischen Arbeiten über Bakterien 
gewußt werden muß. 

Dass in dem Praktikum die Resultate meiner eigenen Arbeiten 
Über die Bakterien sowie die meiner Schüler vielfach benutzt worden 
sind, wird der Eigenart und Brauchbarkeit des Buches hofTentlich 
wesentlich zu Gute kommen. 

Die Bakterien, welche ich zu den Üebungen anwenden lasse, sind 
leicht zu sammeln und leicht rein zu züchten, da sie überall im Boden 
und im Pferdemist vorkommen; sie können aber auch von Kräl 
(s. Kapitel XXIII) bezogen werden. Sollten die von Kräl bezogenen 
Spezies nicht in ihren Eigenschaften mit den Diagnosen 
(Kapitel XX) stimmen, so bin ich gern bereit, Kulturen, soweit sie mir 
zur Verfügung stehen, abzugeben. 

Ich wünsche, daß dieses Werkchen manche Anregung zur weiteren 
Bearbeitung der botanisch noch sehr vernachlässigten Pflanzengruppe 
geben möge, zu deren Studium sie anleiten soll. 

Botanisches Institut der Universität Marburg, 17. März 1903. 



Arthur Meyer. 
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Kapitel I. 
Ueber SterilisatioD. 

Litt«rntiir. 

Abel, igoo, S. 6. — Behring, Gesammelle Abknndhingeis i8gj. Leipzig. — 
Cramer, Die Ursiuhe der ResisUnt der Spare» gegen trockene Hüte; Archw für 
Hygiene i8()i. S. yi. — flügge, lSg6. I, S. 43s. — Etmarcb, Die desinfiu'erende 
Wirkung des strömenden, überhitzten Dampfes; Zeitschrift für Hygiene 1888. Bd. V, 
S. igy. — Globig, Ueber einen Kartoffel-Batiilus mit ungewöhnlieh widerstandsfähigen 
Sporen; Zeitschrift für Hygiene 1888, Bd. 111, p. 322. — GBnther, i8g8, S. 31. 
— Helm, l8g4, S. $3. — Xocb und Wolffhügel, Untersuchungen über die 
Desinfektion mit heitser Luft; Mitteilungen aus dem Kaiserl. Ges.-Amt 1881, Bd. I, 
S. 301. — r. Liogehhelm, Ueber die milzbrandfeindlichen Wirkungen von Säuren 
und Alkalien im Blutserum; Zeitschrift für Hygiene 1890 8, S. 201. 

I. Allgemeines über Sterilisation. 

Unter Sterilisation eines Gegenstandes versteht man die Befreiung 
desselben von allen lebenden Organismen. Die Methoden der Sterili- 
sation haben für die Reinkultur der Bakterienspezies die größte Be- 
deutung, da die Reinkultur die absolute oder relative Sterilisation aller 
Nährböden. Gefäße etc., welche wir bei der Kultur der Spezies ge- 
brauchen, voraussetzt. Die Herstellung von absoluten Reinkulturen 
ist aber das erste Erfordernis fUr Definition und Bestimmung der Spezies, 
da wir die Bakterien nicht nur nach Einzelindividuen bestimmen können, 
sondern oft gleichsam statt der Eigenschaften einer Roggenjiflanze 
die eines ganzen Kornfeldes zur Bestimmung der Spezies benutzen. 
Wir müssen uns also mit diesen Methoden genau vertraut machen und 
bei der Anwendung derselben uns immer iWüber klar sein, welchen 
Grad von Organismenfreiheit wir durch dieselben erbalten. 

A. Absolute Sterilisation. Die Tötung aller Organismen, 
welche an einem Gegenstand sitzen können, gelingt zuerst sicher durch 
genügend hohe und lange Erwärmung der Gegenstände, wobei ganz 
allgemein der Effekt eine Funktion des Temperaturgrades und der Zeit- 
dauer ist, so daß bei höherer Temperatur eine Spore im allgemeinen 
in kürzerer Zeit stirbt als bei niederer. 

Wir sterilisieren so kleine Metallgegenstände durch direktes Er- 
hitzen in der Bunsenflamme. Platinnadeln, Platinösen glühen wir 
ab und ziehen zugleich die sie tragenden Glasstäbe durch die Flamme. 
Pinzetten, Messer etc. lassen wir mindestens 5 Sekunden an allen Stellen 
von der Flamme bestreichen, ähnlich behandeln wir Objektträger. 

Größere Gegenstände, welche eine trockene Erwärmung bis auf 
180" und höher ertragen, wie Metall-, Glas-, Papiergegenstände. Watte etc. 
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sterilisieren wir im Heißluftschrank. Zur absoluten Sterilisation 
braucht man dabei mindestens eine Stunde bei IßU" C. 

Eine Abtötung aller Organismen an Gegenständen, welche nicht 
über 150* erhitzt werden dürfen und Wasserdampf vertragen, erreichen 
wir relativ schnell, wenn wir sie, bei mehr als einer Atmosphäre Druck, 
im Autoklaven, in gesättigtem Wasserdampf über 100* C, erhitzen. 
Bei 140" sterben im Autoklaven auch die widerstandsfähigsten 
Sporen in einer Minute ab, während sie im Wasserdampf von 100" C. 
erst innerhalb sechs Stunden zu Grunde gehen. Die größere Wirksam- 
keit der Erhitzung im Autokhiven gegenüber der Erhitzung in trockener 
Luft beruht darauf, daß im allgemeinen von Wasser durchtränkte Or- 
ganismen von niederen Wärmegraden getötet werden als ausgetrocknete. 
Soll der Autoklav besser wirken als der Heißluftschrank, so müssen 
also die Organismen in ihm mit gesättigtem WasBerdampf 
oder Wasser in direkter Berührung sein. 

Eine absolute Sterilisation läßt sich auch durch Einwirkung von 
verschiedenen Chemikalien auf die Gegenstände erreichen. Hierbei 
spielen im allgemeinen 1. die Konzentration der Lösung der Chemi- 
kalien, 2. die Dauer der Einwirkung, 3. die Temperatur der Lösung 
«ine Rolle; in jedem Falle muß das Reagens das Plasma der Organismen 
dh-ekt berühren können. Wir wenden auch Chemikalien in manchen 
Fällen an, z. B. zur Sterilisation der Hände, der Tische etc. Ein sehr 
energisches Gift für die Bakterien ist Sublimatlösung (1 Sublimat, 
10 Kochsalz, 1000 Wasser). Milzbrandßden werden in Lösungen von 
1:.">00000 in wenigen Minuten, Sporen des Milzbrandes in einer 
Lösung 1:1000 erst in 30 Minuten getötet. 

Globio (188H, S. 328) fand, daß Sporen seines roten Kartoffel- 
bazillus nach 80 Minuten in einer Sublimatlösung 1 : 1000 abstarben. 
Dieselben Sporen starben im Dampftopfe nach ungefähr sechs Stunden ab. 
Kupfersulfat ist ungefähr fünfmal weniger wirksam als Sublimat 
(Behring 1893, S. 2G8). 

Wir wenden zur Sterilisation von Glasgeläßen etc. manchmal rohe 
Salzsäure, die mit dem gleichen Volumen Wasser verdünnt ist, oder 
ein Gemisch von 1 Vol. Schwefelsäure und 5 Vol. Wasser an, in welchem 
mr z. B. Glasgegenstände einige Zeit liegen lassen. Schon ein Zusatz 
von 80 ccm irgend einer Normalsäure zu einem Liter Blutserum wirkte 
vollständig entwickelungsh e m m e n d auf Milzbrandbakterien ein (Lingels- 
HEiH 18Ö0, S. 202); bei welcher Konzentration und Einwirkungsdauer 
schon absolute Sterilisation zu erreichen ist, müßte untersucht werden. 
Bei längerer Einwirkung wirkt auch 70 prozentiger Alkohol tötend auf 
alle Sporen. 

B, Relative Sterilisation. Nicht in allen Fällen ist es nötig, 
alle Sporen, welche an einem Gegenstande sitzen, zu töten; es genügt 
manchmal, wenn bestimmte Spezies getötet werden. So z. B. sucht 
man bei der Desinfektion nur die pathogenen Bakterien, beim Pasteuri- 
sieren nur besondere, die das Verderben von Milch, Wein etc. be- 
wirkenden Organismen, bei 70 bis 75* C. zu töten. Für uns wird es ebenso 
in vielen Fällen genügen, wenn wir die Nährböden so sterilisieren, 
daß alle in ihnen entwickelungsfähigen Sporen getötet werden. Bei 
einer solchen relativen Sterilisation der Nährböden liegt 
selbstverständlich die Gefahr vor, daß eine nachträgliche 
Entwickelung von Sporen eintreten kann, wenn der Nährboden 
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infolge des Wachstums einer aiifgeimpften Spezies oder in anderer 
Weise verändert wird, und wir müssen immer mit dieser Möglichkeit 
rechnen, wenn wir nur relativ sterilisierte Nährböden benutzen. Eine 
solche relative Sterilisation erreicht man durch die znerst von Tyndall 
(FLtJGGE ISOfi, S. 437) angegebene fraktionierte oder diskonti- 
nuierliche Sterilisation. Läßt man gesättigten Wasserdampf oder 
Wasser von 100° auf sehr widerstanilst^ige Sporen einwirken, so 
sterben dieselben, wie gesagt, eventuell erst nach sechs Stunden, da- 
gegen sterben Oidien und Zellfäden der Bakterien unter diesen Um- 
ständen sehr schnell ab. Erhitzt man kleine, schnell auf 100 * zu durch- 
ivärniende Gefäße mit Näbrgelatine 20 Minuten , größere , die sich 
langsamer bis auf 100" erwärmen, bis eine Stunde im Dampftopfe, so 
sterben alle Oidien und Zellfäden, sowie die wenig widerstandsfälligen 
Sporen ab; sehr widerstandsfähige Sporen bleiben aber lebend. 
Wenn man letzteren dann bei gewöhnlicher Temperatur Zeit zum Keimen 
gibt, so werden fast alle, d. h. alle diejenigen Sporen, welche auf dem 
betreffenden Nährboden keimungsfahig sind, kennen, und wenn man 
hierauf nach einiger Zeit, z. B. nach 24 Stunden, den Nährboden sofort 
wieder ungefähr 20 Minuten auf 100" erwärmt, so werden die Keim- 
stäbchen absterben, so daß jetzt weniger oder keine in diesem Nähr- 
boden entwickelungsfähigen Sporen vorhanden sein werden. Auch wenn 
man jedoch dieses Verfahren mehrmals wiederholt, können 1. Sporen 
lebend bleiben, welche bei längerem Stehen des Nährbodens auskeimen 
und 2. können solche Sporen, welche bei Veränderungen, die im Nähr- 
boden eintreten, auskeimen, übrig bleiben. Jedenfalls ist es nötig, 
daß man solche nur relativ sterile Nährböden vor der Verwendung 
einige Tage stehen läßt, um zu sehen, ob sie genügend frei von Keimen 
der ersteren Art sind. Weil (Arch. f. Hygiene ISfOl, Bd. XXXIII, Hft. 3) 
zeigte z. B., daß in der Regel bei der Entwickelung von Milzbrand- 
bakterien aus Sporen kein Zeitpunkt eintritt, in welchem nur vegetative 
Formen vorbanden sind ; entweder sind noch lebende, unau&gekeimte oder 
neugebildete Sporen in der Kultur vorhanden. Es gibt schnell Sporen 
bildende Spezies, welche durch diese Methode nie völlig aus einem 
Substrate entfernt werden können. Blutserum unterwirft man wohl 
nach demselben Prinzipe acht Tage lang einer fraktionierten Sterilisation 
bei ör.« bis ßO» C. (Abel, S. 40; Günther, S. 1611). 

Zu den Methoden der relativen Sterilisation kann man auch noch 
die Filtration von Flüssigkeiten durch Chamberhindfilter (Porzellan) 
oder Berkfeldfilfer (gebrannte Infusorienerde) mit Hülfe einer Wasser- 
strahlpumpe rechnen (Günther, 1898, S. 277 u. 240). Man wendet sie 
an, um die Stoffwechselprodukte der Bakterien, welche in die Nähr- 
HUssigkeiten ausgeschieden wurden, und welche oft gegen höhere Tempe- 
raturen emptindlich sind, von den Bakterien zu trennen (Lafar, 18Ü7, 
S. 92). 

C. Reinhalten des Arbeitsraumes und Sterilisation der 
Tische und Hände. Der, bciläu^g gesagt, am besten nach Norden 
gelegene Arheitsraum muß so staubfrei wie möglich gehalten werden. 
Es ist für genügende Decken zum Reinigen der Schuhe vor den Türen 
zu sorgen, und der mit Linoleum belegte Fußboden des Raumes ist 
am besten täglich mit viel und zweimal gewechseltem reinen Wasser 
aufzuwaschen. Die mit Eraaillefarbe gestrichenen Wände sind zweck- 
mäßigerweise von Zeit zu Zeit mit einem nassen Tuche gut abzureiben. 
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Alle Tische und Schränke sollten möglichst so eingerichtet werden, daä 
sie überall glatt sind und leicht mittelst Sublimadösung oder Spiritus 
überall abgewaschen werden können. Wenn es möglich ist, stellt man 
im eigentlichen Arbeitsraume keine Schränke zum Aufbewahren von 
Gegenständen auf, sondern bringt diese in einem Nebenraiime unter. 
Vorhänge jeder Art sind möghchst zu vermeiden. Die Tischplatten 
der Arbeitstische und Mikroskopiertische werden am besten aus Linden- 
oder Ahornholz hergestellt, schwarz gebeizt und geölt. 

Zum Schwarzförben der Tischplatten stellt man sich zwei Lösungen 
her: 1) 6()0 g Anihnhydrochlorat, 4 1 Wasser, 2) 86 g Kupferchlorid. 
07 g Kaliumchlorat, 33 g Ammoniumchlorid, 1 1 Wasser. Kurz vor 
dem (Jebrauche mischt man 4 \'ol. der Lösung 1 mit 1 Vol. der Lösung 2 
und trägt (he Mischung vier- bis fünfmal mit eintägigen Pausen auf 
das Holz mit einem Pinsel auf. Man läßt die Tische dann einige Tage 
im Lichte stehen und wäscht sie hierauf mit lauwarmem Wasser ab. 
Nach dem Trocknen reibt man die Tischpktte mittelst eines Lapi)ens 
mit einem (lemisch von 1 \o\. Terpentinöl und 1 \'ol. Leinölhrnis 
ein, bis das Holz mit Leinöl gesättigt ist. Nach einem Tage reibt man 
den Ueberschuö des Oeles ab (Klöcker. 1!KX), S. 17). Diese Tisch- 
platten reinigt man eventuell von Organismen dailurdi, daH man sie 
mit 70 prozentigem Alkohol abwäscht. Man benutzt einen Schwamm, 
welcher in einem bedeckten (ilase in dem Spiritus aufbewahrt wird. 

Die auf den Tischen stehenden Reagensflaschen u. s. w. sind mög- 
lichst oft mittelst eines mit etwas Spiritus oder Wasser befeuchteten 
Lcinenlappens abzureiben, damit sie staubfrei bleiben, (lebrauchte Ob- 
jektträger und Deckgläser werfen wir in eine Schale mit Schwefelsäure 
(1 -|- .T Wasser) oder in eine Schale mit Sublimatlösung (1 ; 1000). 
Die Hände reinigt man mittelst einer Bürste ilurcli Seife und warmes 
Wasser, wobei man besonders auf die Reinigung der Nägel zu achten 
hat Man bürstet einige Minuten tüchtig und kann, wenn es nötig ist, 
die Hände dann mittelst eines Bausches von mit 70prozentigem Alkohol 
befeuchteter Baumwolle tüchtig abreiben. Nur wenn man pathogene 
Formen bearbeitet, läßt man noch ein Abreiben mit Sublimatlösung 
und nochmaligem Waschen mit Seife folgen. 

D. Der HeiBluftschrank oder HeiUluftsterilisator. Zur 
Sterilisierung von grCilieren Metallgegenständen, Watte untl ähnlichen 
Gegenständen, welche stärkeres, trockenes Erwärmen vertragen, aber 
nicht direkt durch die Flamme sterilisiert werden können, verwendet 
man einen Heißluftsterilisator. 

Wir benutzen einen oder mehrere doppelwandige Sterdisierungs- 
apparate aus Stahlblech mit Asbestbekleidung von folgenden inneren 
Maßen: Höhe 24 cm. Breite 18 cm, Tiefe lU cm oder 30 cm Höhe, 
23 cm Breite, 20 cm Tiefe, mit PasquillenverschluB und Asbestbekleidung. 
Man kann den Apparat an die Wand hängen oder ein Gestell dazu 
mitlie/iehen. Heizvorrichtuug wird eventuell dazu geliefert. Derartige 
„Heißluftdesinfektoren" oder ..Heißluft-^terilisatoren" sind von Ahmann 
(Fig. 2 und 3) oder von Rohrbeck (Desinfektoren-Liste 1900. No. Ui'2). 
von Lautenscliläger etc. zu beziehen. Es sind dazu noch einige Draht- 
körbe von 18, 12, 8 cm (Fig. l) nötig, in welche man die Reagens- 
gläser etc. einsetzt, wenn man sie sterilisieren will. 

Wir sterilisieren also in diesem Heissluftschranke Metallgegenstände 
(gelötete nicht), leere (ilasgefäße, Watte, Fließpa|)ier, Pappschachtelu, 
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Holzgegenstände (nicht über 180"). Trockene Sporen widerstehen im 
allgemeinen einer hohen Temparatur relativ lange. Koch und Wolff, 
HUEGEL (1881) fanden, daß eine Temperatur von 140'*C. drei Stunden 
lang auf widerstands- 
fähige Sporen einwirken 
muß, um diese zum Ab- 



Fig. 1. Drahtkorb aus ver- 
zink rcn Eisendrah Ige welw 
zur Aiifnahmi! lier zu slei-ili- 
»■krendFii RengeiiHglaser, von 



sterben zu bringen. 
100» C. muß man 
zu gleichem Zwe- 
cke immer noch 
eine Stunde ein- 
wirken lassen 
(GÜNTHER. S. 33). 
Wir sterili- 
sieren im allge- 
meinen m . daiJ 
wir die (iegen- 
stäiiile in i den 

ungeheizten 
Schrank |stetlen, 
dessen Brenner 
wir ein für alle- 
mal (wir benutzen 
einen Tedu-Bren- 
ner mit Pilzbren- 
ner-Aufsatz von 

HUGERSHOFF ; 

Fig. 4) . wir so 
eingestellt haben, 

(lass er den 
Schrank gerade 

auf ir)0* bringt und erhält, wenn er angezündet wird. Wir zünden 
das (ias an und lassen es noch 2b Minuten brennen, wenn die Tempe- 




Fig. 3. 

Fig. 2 II. 3. Hoißluits.;hninb Xo. 29. 

Li»U: Abt. II, l'.m von Altmann. 
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ratur des Schrankes 150* erreicht hat. Hierauf lassen wir die Gegen- 
stände im Schranke stehen, bis der Schrank völlig abgekühlt ist. 

E. Danipfsterilisator oder Dampftopf. Als Dampfsterilisator 
benutzen wir den Desinfektionsapparat B Nr. 26 von Aug. Lühke- 
MANN (System Budenberg), welcher Apparat in jeder Beziehung zu 
empfehlen ist Das Wasser (Regenwasser) wird bei diesem Apparate 
in das Becken gkik (Fig. 5) gegossen; es läuft dann durch die Oeff- 
nungen / in den wenig Wasser fassenden Siederaum abc. Der Dampf 
steigt in der Doppelwand des Dampfbehälters in die Höhe, dringt 
durch die Löcher d in den Dampfbehälter und tritt bei / wieder aus. 

Der Wasserdampf, 
o welcher spezitisch 

_aL_(L»_fc leichter ist als Luft, 

J^HnH^^M^v drückt die Luft zu 

^^hH^HH«^ dem Röhrchen/ hin- 

^^VIH^H^H^^ erfüllt bald 

^^^^^^^^ ä'lf''" fl^n Behälter. 

, Das Kondenswasser 

fließt ebenfalls durch 
die Oelfnung / ab 
und gelangt so wie- 
der in den äußeren 
Wasserbehälter. Der 

Apparat ist sehr 
schnell in Betrieb zu 
setzen, da das ge- 
ringe Wasserquan- 
tum in dem Behälter 
a b sehr schnell 
kocht Zum Api)arat 
beschafft man noch 
einen Brenner , ein 
Thermometer , wel- 
ches bis zu HO* 
reicht, und zwei oder 
drei runde Draht- 
körbe. Von letzteren 
liefert Li^hkehann 
zwei Stflck gratis zu 
dem Appai-ate. 

Fig. 4.' Teclu-Brerner mit vercchi'cdenen AufsiiUen; Läßt man den 

« Pilzbrenner- Aufsatz. Von Hugershoff. Wassenlauipf in die- 

sem Apparate auf die 
Sporen direkt einwirken oder erhitzt man in Wa,sser befindliclie Sporen in 
diesem Ai)parate, so sterben emiifindliche Sporen schon nach einigen 
Minuten, sehr widerstandsfähige erst nach seclis Stunden (Clobio, 18S7) 
ab. Selbstverständlich bleiben Sporen, welche, trocken und dem ge- 
sättigten Dampfe nicht zugänglich in dem Apparate erhitzt werden, 
dort so lange am Leben, wie in trockenei-, auf lÜO" erhitzter Luft, 

F. Der Autoklav (Digestor für gespannten Dampf, Papinscher 
Topf). Wir benutzen einen Autoklaven von 7 Liter Inhalt, bei 200 min 
lichter Weite und 250 mm Höhe, für 10 Atniosphiiren Maximaldruck, 
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5 
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*5 
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16 


45 
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250 ' 4^7 
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I Umersati . . . , 

1 Thermometer . 

I Spiritusbrenner 

I Bunsen-Gasbrenner 



Dampftopf. System Budenberg (Desinfektions-Apparat B 
vOQ LütukemaDn)- 



niit kupfernem Kessel, kupfernem Drahtein- 
satz, Sicherheitsventil, Manomeierregulator, 
Vorrichtung zum Einsetzen eines Thermo- 
meters. Dazu ein Gasbrenner und ein Ther- 
mometer von 0" bis 250°, Der Apparat kann 
z. B. bezogen werden von Altmann (1902, 
Abth. II, Nr. 25), Rohrbeck (1890, Nr. 68), 
Gustav Christ & Co. Man stellt auch jetzt 
Autoklaven für niederem Druck her, die nur 
für bakteriologische Arbeiten bestimmt sind. 
Ein wichtiger Teil des Apparates ist 
der Manometerregnlator (Eig. 7 a, b, c). Die- 
ser Apparat besteht aus einem Manometer, 
welches auf seinem ZiflFerblatte den Dampf- 
druck direkt anzeigt An einer Nebenskala 
findet man die Temperatur des gesättigten 
Dampfes bei dem angezeigten Drucke ver- 
zeichnet Ausser dem Zeiger des Mano- 
meters , welcher den Dampfdruck anzeigt, 



Fig. 6. 
Drahtkorb aiis verzinntem 

EiBeodrahtgcwebe, mit 
Henkel; No. 149 der Liste 
Abt. II, liK)2von Altmann. 
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findet sich noch ein Zeiger, mittelst dessen man den Antoklaven auf 
bestimmten, konstanten Druck einstellen kann. 

An dem der Skala abgekehrten Teile des Regulators ist eine 
runde Büchse angebracht, in welche das Gas durch ein mit ihr fest 
verbundenes Rohr einströmt, um von da aus durch ein Seitenrohr zum 
Brenner zu gelangen. Die Büchse ist um eine Achse drehl)ar, welche 
über die Achse des Manometerzeigers übergestülpt ist und beim Drehen 
einen Zeiger vor der Manometerskala mitnimmt Die letztere Achse ist 
in die Büchse verlängert und endigt in ein excentrisch sitzendes abge- 
schrägtes Metallsttick mit einer Metallpiatte {A, Fig. 7 b). Beim Drehep des 
Manometerzeigers legt sich diese Metallplatte gegen die ebenfalls excen- 
trisch in die Büchse hineinragende und abgeschrägte (Jaszuführungs- 



Fig. 7. Mnroiiiclerregiiliitor (ans den KnlslogCQ von Altniann und 
v(in Liiiilcnschläf^r). 

röhre {B), welche dadurch geschlossen wird- Durch Drehen der Büchse 
wird also die Gaseinströmungsöffnung kreisförmig veischoben. Je weiter 
man durch Drehen der Büchse den einen auf der Achse befestigten, 
meist rot gefärbten Zeiger aus der Null-Lage entfernt, um so grösser 
ist auch dei' Weg, den der Manometerzeiger zurücklegen muß, ehe 
das daran sitzende Metallplältclien die Gaseinströmungsöffnung verschließt: 
ein um so gröfierer Dampfdruck, mithin also auch eine um so höhere 
Temperatur ist daher bis zum Schließen der Gaszulettung erforderlich. 
Sinkt der Druck, also auch die Temperatur, so geht der Manometer- 
zeiger zurück, das Metaliblättchen öffnet wieder die Oaszuleitung and 
die Flamme kann den Apparat von neuem erhitzen. Damit beim 
Schlieijen der Zuleitung die Flamme nicht erlischt, ist eine feine Re- 
serveöffnung an der Zuleitungsröhre in der Büchse wie bei den Thermo- 
regulatoren vorhanden, groU genug, um eine Notfiamme (Zündflamnie) 
zu unterhalten. 

Wir können also durch Drehen der Büchse und damit 
des einen (roten) Zeigers das Manometer so einstellen, dalj in 
dem Autoklaven jede beliebige Temperatur von 100® bis 
nO" entsteht. Wir stellen für unseren Zweck jetzt also den Zeiger so, 
daß er auf 1,4 Atmos]>hären {ungefähr liJö*) gestellt ist. Wir müssen 
darauf achten, dass beim Arbeiten mit dem Apjiarat keine Veränderung 
dieser Zeigersteliung eintritt. 
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Vorschriften für das Arbeiten mit dem Apparate. 
Wir fOllen zuerst ungeföhr 500 ccra destilliertes Wasser in den 
Autoklaven (Fig. 8), wenn er leer ist. überzeugen uns stets, daß 
so viel Wasser im Apparat ist, wenn noch Wasser darin sein sollte. 



Fig. 8. Aulokluv. 

Hierauf stellen wir die zu sterilisierenden (legenstände in den Dralit- 
korb und setzen den Deckel des Autoklaven vorsichtig auf, so 
daß die Zahlen oder Marken, wenn solche vorhanden, sich gegenüber 
stehen, und ohne daß wir die Bleidiclitung verletzen. Wir schieben 
den Bflgel über, ziehen dessen Schraube (X') mit dem Sehraubensclilüssel 
lose an und öffnen den Ablaßhahn {/•). Der Regulator (</) ist durch 
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(las nicht schräg abgeschnittene Rohr (Fig. 7, b, C) mit tiem Gashahn, 
durch das andere (das innen schräg abgeschnittene) mit dem Brenner 
verbunden. Wir überzeugen uns. daß der rote Zeiger des Apparates 
richtig auf 125* (1,4 Atmosphären) eingestellt ist. Wir öffnen den 
CiashAn und zönden die Flamme an, welche in der Mitte unter dem 
Apparat zu stehen hat. Nach ungefähr l.'i Minuten wird der Dampf 
aus dem Dampfhahne kräftig ausströmen, welchen man durch ein 
Kautschukrohr in ein (ie^ mit kaltem Wasser einleiten kann. Wir lassen 
den Dampf mehrere Minuten ausströmen, um alle Luft aus dem Kessel 
auszutreiben und schließen dann den Deckel durch die Schraube {k\ 
und den Hahn durch die betreffende Schraube (e) fest, so daß keine 
Spur von Dami)f mehr ausströmt, ohne dabei das Anschrauben zu Über- 
treiben. Wir lassen den Apparat nachdem das Manometer seinen höchsten 
Stand erreicht hat, noch 12 Minuten geschlossen. Hiemach drehen 
wir die Flamme etwas kleiner, öffnen den Dampfhahn und schließen 
dann, wenn das Manometer auf den halben Druck gesunken ist. den 
Gashahn. Es strömt dabei viel Dampf aus, den man in den Abzug 
leiten kann. Haben wir offene (ieföße im Apparat, so thun wir gut, 
eine längere Röhre mit steriler Watte vorzulegen, so daß die zurück- 
strömende Luft durch diese filtriert wird. 

Nach dem völligen Erkalten des Apparates öffnen wir den BQgel 
des Apparates, um die Gegenstände herauszunehmen. 

Bei Arbeiten mit dem Autoklaven haben wir sonach folgendes zu 
berücksichtigen. Die Temperatur des Dampfes und der Dampfdruck 
stehen nur so lange in der auf den beiden Skalen des Manometers 
angegebenen Beziehung, so lange der Wasserdampf gesättigt ist. und 
so lange der Dampfraum luftfrei ist. Entsteht im Autoklaven über- 
hitzter Dampf, so sind die Angaben des Manometerzeigers über die 
Temperatur zu niedrig. Ist noch Luft im Dampfraume, so ist die An- 
gabe des Manometerzeigers über die Temperatur zu hoch. 

Man kontrolliert die Richtigkeit des Zustandes des Autoklaven 
durch Vergleichung des Standes eines in das Röhrchen im Autoklaven 
gesteckten Thermometers und der Druckangabe des Manometers. 
Bei einer Temperatur von ]04.4 HÄ.r 112.7 1IG.2 120.1 133,2 Urad CelsiuB 
iiiuBS der DampfiJratk sein; 0.2 0,4 0,6 0,H 1 2 AtnioBphären. 

Zeigt also das Manometer hei der beobachteten Temperatur 
einen niedrigeren Druck an. so befindet sich im Apparate überhitzter 
Dampf, zeigt das Manometer einen höheren Druck, so befindet sich 
noch Luft im Apparate. 

Ungesättigter, öberhit2ter Wa.sserdarapf kann entstehen, wenn man 
eine Stelle der Wand des Autoklaven durch die Flamme zu stark 
erhitzt, oder wenn die Wassermenge im Kessel eine äußerst geringe 
ist, so daß das Wasser ganz verdampft. Der überhitzte Wasserdampf 
wirkt annähernd wie trockene Luft auf die trockenen Sporen ein 
(ESMARCH, 1««H), tötet also erst bei viel höherer Temperatur als 
der gesattigte Dampf. Wie der gesättigte Wasserdampf wirkt selbst- 
verständlich auch das unter Druck stehende Wasser von der Tempe- 
ratur des Wasserrlampfes im Autoklaven. Sporen, welche trocken sind 
und nicht mit dem gesättigten Wasserdampf oder mit Wasser in Be- 
rührung kommen, sterben also im Autoklaven nicht eher als in 
trockener Luft von der Temperatur des Damjifes des Autoklaven. Zu 
beachten ist, dass (ielatine bei 120" im Autoklaven schon von ihrem 
Erstarrungsvermögen einbüßt, und daß Alilch bei l.'iO* gebräunt wird. 
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Nach Christen (Mitteilungen aua den Kliniken und medizinischen 
Instituten der Schweiz 1895 III, R«ihe, Heft 12,) sterben die resi- 
stentesten Sporen aus Erde im Autoklaven 

bei 105—110" in ^—4 Stunden, 
„ llö» „ HO— 60 Minuten, 

„120" „ r>— 15 

„ 125— 130» ,. 5 

„ 140" ., 1 Minute. 

Für seinen roten Kartoffelbazillus fand Globio (188i^) folgendes. 
Die Sporen starben im Dampf 

bei 100" nach 57^-6 Stunden, 

„ 10i>— 113" noch nicht nach '/i Stunden, 
„ 113—110" nach 25 Minuten. 
„ 122—123" „ 10 
„ 126" „ 3 

.. 127" ,. 2 

„ 130" sofort. 

Zur absoluten Sterilisaation wird ein 20 Minuten langes Erhitzen 
auf 120", ein 10 Minuten langes auf 125" ausreichen. 

Wir sterilisieren vorteilliafterweise im Autoklaven durch 12 
Minuten langes Erhitzen auf 125". Destilliertes Wasser, Nähragar, auch 
feste Nährböden, die aus dem Pflanzenreich stammen etc., können im 
Autoklaven absolut sterilisiert werden. 

Uebung I. 
Sterilisation von ReageasglAsern und Petrischalen Im Helssluftschrank. 

A. Wir reinigen 50 Reagcnsgläser von 15 cm Länge und 15 mm 
lichter Weite sauber mit Wasser und Reagensglasbürste und stellen sie 
umgekehrt in einen Drahtkorb, lassen sie auslaufen und trocken werden 
und schließen sie dann mit Baumwolle. Wir benutzen dazu langfaserige, 
rohfi -Baumwolle, bilden daraus einen Bausch, dessen Fasern möglichst 
glatt liegen und drehen denselben möglichst fest in den Hals des 
ßeagensrohres ein, da er sich beim Sterilisieren etwas lockern wird. 
Wir stellen je 25 der geschlossenen filäser, die Baumwolle nach oben, 



Fig. 0. Äufbewahruiig»t'cfäse für Hlerilisiertc Pctri'i^he noppelechaleii. 
Die Schalen werden mit dem Geatell in der BlechbOchsc im Meiltliiftka)<(«n steri- 
tisieil und darin bis zum Gebrauch belaBcen. Beim ötcrilisleren wird der Deckel 
BO eedreht, doss dan Ix)ch in demselticn mit dem Loch im Bücbsenrand sich deckt, 
ea Eann dann die heiße Luft zirktilieirn. Nach den) SCcriüseren vcrsächließt man 
durch einfache Drehung. Zur Aufnahme von 12 Doppel schalen, au» Mesiiing, 6 Mk. 
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in einen Drahtkorb (Fig. 1) ein und stellen sie in den ungeheizten 
Heißluftschrank. Wir zünden den, wie früher mitgeteilt, etngeBtellten 
Brenner an, sehen von Zeit zu Zeit nach, ob die Temperatur des 
Schrankes bis auf löO" C, gestiegen ist und lassen die Gefiiße danach 
noch 25 Minuten bei löO* im Schranke. Wir drehen hierauf das Gas 
aus und lassen die Gefäße im Schranke kalt werden. Die sterilen 
Gläser werden dann in ein größeres Glas gestellt, auf dessen Boden 
etwas Baumwolle hegt, und aufbewahrt, 

B. Wir reinigen uns 12 Petrischalen von 14 mm Höhe und 
10 cm Breite (von Ältmann oder Lautensehläger etc. bezogen), lassen 
sie trocknen und sterilisieren sie im Heißluftschranke. Wir stellen sie 
nach dem Abkühlen auf einen reinen Porzellanteller unrl bedecken sie 
mit einer Glasglocke. Sehr becjuem ist die Anwendung eines Aufbe- 
walirungsgefäßes fflr die Petrischalen, dessen Beschreibung und Ab- 
bildung (Fig. 9) auf Seite 13 zu finden ist 



Kapitel IL 
Die Nährböden fUr die Bakterien und Pilze. 

I-ittoratur. 

Abel, igoo. — F. Ctapek, Untertiiehungcn äbtr dir Slktstoßgivmnung und 
EiurissbiUung- der Sthimmelpilie; Betträge zur ehem. Physiol. u. Pathologie; Zeitschrift 
für Jiioehemir. igo2. I. S.S3S; II. 5J7, ///, S. 47. — FrSakel, Beiträge ttir Kenntnis 
des Bakterienv'OihsttiHa auf fitBeissfrritn NährbUdm; Hygimisehf Rundschau. 1894, 
fld. 11^, S. 7öj>. — Sruhae, Hormodendron Hordti. Ein Beitrag tur Kenntnis ätr 
Uerslrnkraniheitett; Zopfs Beiträge cur Physiologie und Morphologie niederer Orga- 
nismen, Leipzig iSp4. 4. Heft. — SuH, Vebtr einige ium ZTivcke der Ärtcharakteri- 
sierung anzuwendende batleriol. Vntersuchungsmrthoden etc.; Archiv für Hygiene, 
1S93, Bd. XIX. S. II. -- Heim, 1X^4. — KlÖcker, 1900. — KSalg, Die mensi-hlichtn 
Nakrungs- und Ceniissmiltei, IL T., Berlin, Springer. 18^3. ~ Hette und Xiedaer, 
Die Methodik der bakteriologischen Wasserunter suckung; Zeitsckrft für Hygiene 
Bd. XXXIX, S898. S.4S4. — Maatea, Beiträge zur Differenzierung einiger dem' Vibrit^ 
der Ofiatisehen Cholera veraandten fibricnen und kurte Angaben über eiieeiufreie 
Xährbi^en von allgemeiner Anwendbarkeit; Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundheitsamte, 
iKq4, .1. 401. — M/ga/a, iSg?. Bd. /., .S. 14a. — Nägeli, Ernährung der niederen 
Pilze durch Kohlenstoff und Stickstoff Verbindungen; Untertuckungen Ober niedere 
Pilze, 1882. ~- Omeliantliy, Ueber die Isolierung der Xitrifikationsmikreben aus dem 
Erdboden; Centralblatt für Bakteriologie. II. Abt., iSgg. Bd. V.. .Vr.is, S.S37— Cme- 
Hanskj, Magnesia - Gipsplallen als neues festes Substrat für die Kultur der Ä'itri- 
fikationsorganismen; Centralblatt für Bakteriologie iSgp. II. Abt., Bd. V.. No. 18'ig, 
S. 6S2. — A. Sluiter, Die Organismen der Nitrifikation; Centralblatt für Bakterio- 
logie, II. Abt.. Bd VII.. igol, Xo. $(6. S. 168. — Zetlaom-, Nährboden für Spiril- 
lum undula majus; Centralblatt für Bakteriologie. l8g6, Bd. XIX, S. 393- 

A. Die LOsung mineralischer Nährstoffe. 

Außer C, H, N, brauchen die Pilze und wahracheinlich auch 
viele Bakterien nur K, Mg, Fe, P, S (Moltsch, Bot. Centralblatt 1894, 
Bd. LX, S. 167; Benecke, Jahrb. f. wiss. Bot. 1895, S. 487; Bot. Zeit. 
1896, S. 97) zu ihrem Leben, die von ihnen mindestens in sehr vielen 
Fällen in Form anorganischer Salze aufgenonunen werden können. Die 
Frage, ob Ca und Na allen Bakterien und Pilzen völlig entbehrlich 
nei, scheint mir noch nicht entschieden zu sein. Bezüglich des Ca 
zeigen die Erfahrungen, welche an Algen gemacht sind, daß verschiedene 
Spezies einer Pflanzengruppe teilweise ohne Ca auskommen können, 
teilweise nicht. 
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Die zuletzt genannten Elemente bleiben in der Asche der Pflanzen 
zurück. Bei höheren Pilzen betragt der Aschengehalt, auf Friachgewicht 
berechnet, ungefähr 1 "j^ (König, S. 747 u. f.). 

Strohjcer fand bei Boletus ediilis, berechnet auf TrockenBubätanz: 
im Hute 8,3, im Stiel 1,9, im ganzen Pilze 6,4 */o Asche. In der 
Hefenasche fand Mitscherlich (Flügge, 1896, I, S. 96): Kali 38,8,. 
PhopphorsBure 53,9, Kalk 1,0, Magneaia 6,0 o/^' Kapi'es (Analyse der 
Masseniulturen einiger Spaltpilze etc., Dins. , Leipzig 1890) fand in 
der Trockensubstanz des Bac. prodigiosus, welcher 85 "/o Wasser ent- 
hielt: Asche 13,6, Kali 1,5, Natron 3,9, Kalk 0,B6, Magnesia 1,05, 
Phoaphorsänre 5,12, Chlor 0,66, Kieselsaure 0,07 7o. Cbämeb (Archiv 
f. Hygiene Bd. XIII, S. 78 — 84) fand unter verschiedenen Emfthrungs- 
bedingungen folgenden Aschengehalt in der Trockensubstanz von Bac, 
prodigiosus; 9,3, 12,5, 11,4, 13,8, 12,8, 9,8, im Durchschnitt also 

Am besten bietet man die genannten Elemente in mineralischen 
Nährlösungen in Form höherer Oxyde. Pilze sollen nach Nägeli (Bot. 
Mitteilungen 1881, Bd. Tll, 8. 459)"den Schwefel aus Sulfiten und Hypo- 
sulfiten entnehmen können, die Schwefelbakterien verarbeiten Schwefel- 
wasserstoff und viele Gasbildner greifen das Element direkt an, daraus. 
Merkaptane oder Schwefelwasserstoff bildend. 

Bemerkt mag noch werden, daß manche anorganische Stoffe (Gifte) 
unter Umständen in sehr kleinen Dosen anregend auf das Wachstum 
der Pilze einwirken können, so Zn, Cu, Co, Mn, Li, Fe (Pfeffer, 
Jahrb. f. wiss. Bot. 1895, S. 238; Eichardb, ebenda 1897, S. 665; 
Richter, Centralbl. f. Bakt. Bd. VII., 1901, 2. Abt., S. 417). 

Da die Pilze und Bakterien die Nährstoffe aus dem verdünntesten 
Lösungen, selbst aus solciien, in denen sie direkt chemisch nicht nach- 
weisbar sind, aufnehmen können, so kommt ea auf die Konzentration 
der mineralischen Nährlösung nicht sehr genau an. Man thut gut, sie 
nicht zu konzentriert zu verwenden. 

Man kann , wenn man stickstoffhaltige mineralische Nährlösung 
für Bakterienkultur benutzen will, die Nährlösung nach Knop verwenden. 

I. KNOF-Nährlösaug:. 

1. 20,6 g Mg80* + 7H;!0 zu 350 ccm gelöst. 

2. 40 g CaN»0« -|- 10 g KNO», 10 g H'KPO^ zu 350 g gelöst. 
Von 1 und 2 je 100 ccm zu 9,8 I Wasser gegeben bilden eine 

0,2 prozentige Lösung der wasserfreien Salze. 

Wir verwenden, wenn stickstofffreie mineralische Nährlösung zu 
benutzen ist, die folgende Lösung: 

IL Stickstofffreie mineralische NfihrlSaniig (M'NfthriSsung). 

1 g KH'PO*, 0,1 g CaCl^ 0,3 g MgS0*+7H«0, 0,1 g NaCl, 
0,01 g Pe'CP, 1000 g Wasser. 

Aehnlicb ist die stickstofffreie Lösung nach Winogradset zu- 
sammengesetzt. 

III. Mineralische N&hrlösnng nach WINOGRADSKY. 

1 g K«HPO<, 0,2 g MgS0* + 7H'0, 0,02 g NaCI, 0,01 FeSO* + 
7H'0, 0,01 SO*Mn + 4H^0. 
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B. Einige Rohstoffe, die zui Bereitung der Nahrsubstrate dienen. 

Uebigs Fleischextrakt. (Kökio 1893, II. T., S. 169.) Fleisch- 
extrakt wird hergestellt, indem man mageres Fleisch mit der 8- bis 
lOfachen Menge von Wasser auskocht, Eiweiß und Fett entfernt und 
■die Lösung zur Extrakt konsiatenz eindampft. 30 kg Fleisch liefern 
ungefähr 1 kg Fleisch es trakt. Das Extrakt enthält 23 % Wasser, 
17^/0 Salze, ßO^/d organische Substanz. Die Salze enthalten ungef&br 
42 0/0 Kali, 13 Vj, Natron, 0,5 7,, Kalk, 3 % Magnesia, 0,3 "/o Eisenoxyd, 
30 7o Phosphorsaure, 2 "/(, Schwefelsaure, 10% Chlor. Die organische 
Substanz enthält hauptsächlich Kroatin (3,5 "Iq) , Kreatinin, Sarkin, 
Xanthin, InosinsAure, Camin (1%), Leim (10 "/o): Pleischmilchsäure, 
Beaktion schwach sauer. Wir lösen das Fleisch extrakt, welches 
wir beziehen , sogleich in der gleichen Gewichtsmeuge Wasser auf und 
füllen es in kleine Kölbchen, die wir mit einem sterilen Wattebausch 
verschließen. Wir sterilisieren die Kölbchen an drei aufeinander folgen- 
den Tagen 20 Minuten im Dampftopfe oder besser einmal 15 Minuten 
im Autoklaven bei 125". So sind wir sicher, immer gleichartiges 
Material zu verwenden, was sonst nicht der Fall wSre, da das Fleisch- 
extrakt in den Büchsen immer einen Bodensatz bildet. Wir gehen also 
auch stets von sterilem Fl ei seh extrakt aus. 2 Gewichtsteile unserer 
Lösung sind gleich 1 Gewicktsteil Fleisch extrakt. 

Pepton. Die Handelapeptone sind sehr verschiedenartige Körper. 
■Sie werden z. B. durch Verdauung von Casein mittelst Pankreatin 
(Trypsin) oder mittelst Pankreatin aus Fleisch oder durch Einwirkung 
überhitzten Wasserdampfs auf EiweiSkörpcr gewonnen. 

Wir benutzen ausschließlich das Pepton von Friedrich Witte in 
Rostock in Meckl. Das Witte'sche Pepton reagiert alkalisch. Die 
Peptone enthalten ungefähr 5 bis 10 "/o Salze. 

Gelatine. Die Gelatine ist aus Knochen hergestellter, mit schwef- 
liger Säure gebleichter Leim. Sie besteht aus Glutin ungefähr von der 
elementaren Zusammensetzung: 49 C, 7 H, 18 N, 0,3 S, 26 0. Die 
verschiedenen Gelatinen des Handels sind in ihren Eigenschaften sehr 
verschieden. Vorztiglich ist das Erst ammgs vermögen der aus ihnen 
hergestellten Gallerten verschieden. In der kälteren Jahreszeit {bis 
+ 20" C.) bleibt eine Gelatinegallerte mit 5 */o Gelatine gewöhnlich fest. 
Bei einer Temperatur von 24* muß man gewöhnlich mehr als 10 "/„ 
■Gelatine für die Gallerte verwenden (Migula 1897). Der Säuregehalt 
der Gelatine wechselt sehr. Zur Neutralisation von 100 g gebraucht 
man ungefähr 20 bis 40 ccm 7,^ Normallauge. Manche Gelatinen ent- 
halten etwas Nitrate , andere nicht. Manche Gelatinen enthalten sehr 
widerstandsfähige Sporen, andere nicht. Wir beziehen die beste fran- 
zösische Gelatine, von gutem Erstarrungs vermögen. Merck liefert gute 
Gelatine (Gelatine extrafein Golddruck), ebenso Grübler. 

Agar-Agar. Agar wird aus verschiedenen Florideen aus der 
Gattung Gelidium, Gigartina, Gracillaria etc. hergestellt. Er enthält 
wesentlich ein Kohlehydrat (Gelose oder d-Galactan: TollEns 1888, 
S. 210) C''H'*0*. Aus den Inversionaprodukten des Kohlehydrates ist 
Galaktose isoliert worden. Agar enthält ungefähr 20 */„ Wasser, 74 "/o 
Kohlehydrate, 4^/^ Aschenbestandteile, 2% stickstoffhaltige Substanz 
(König, 1893, 8.670). Agar ist von neutraler Reaktion. • Guten Agar- 
Agar liefern Caesar und Loretz, Drogenhandlung, Halle a. S. , Grübler, 
Merck. 1 '/^ bis 2 g Agar mit 100 ccm Wasser gekocht, liefert schon 
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eine noch bei 28* C. relativ feste Gallerte. Für 60' C. muse man 3 g Agar 
auf 100 ccm Wasser anwenden. In neutraler Lösung vei^ndert sich der 
Agar beim Kochen nicht. Setzt man der kochenden Agarlösung nur Spuren 
von Säure zu, eo wird das Eratarnings vermögen der Lösung vermindert, 
bei langem K^ochen oder stärkerem Siurezusatz selbst völlig aufgehoben. 

Bierwürzeextrakt. Man bezieht ungehopfte, helle WUrze (Malz- 
würze) aua einer Brauerei, dampft dieselbe in einer Porzellanachale auf 
dem Wasaerbade, unter Umrühren, zu dünnem Syrup ein, füllt mit 
diesem sterile 100 ccm-KClbchen, verschlieast sie mit steriler Baumwolle 
oder mit doppeltem, sterilen Fließpapier und Staniol, lun welches man 
ein GFummiband legt und sterilisiert das Extrakt wie das Fleisch extrakt. 

Man dampft 30 ccm des Extraktes in einem gewogenen Ponsellan- 
sch&lchen ab, trocknet bei 100" völlig ein und wiegt den TrockenrUck- 
stand. Den Prozentgehalt des Extraktes an Trockensubstanz notiert 
man auf der Etikette des Kölbcbens. Die Würben der Brauereien haben 
einen Extraktgehalt von 10 - 16 * o- 

K OD zentrierter TranbeDiiloat kann bezogen werden von der Firma 
Favara & FigU, Mazzare de Vallo, Sizilien. 4 Teile Traubenmost sind auf 
1 Teil Extrakt eingedickt. Zur Herstellimg von Most müssen 100 g davon 
in 300 g Wasser gelöst, filtriert und sterilisiert werden. 100 ccm 
Traubenmost enthalten ungef&br in Grammen: 70 — 80 Wasser, 12 - 18 
Zucker (Dextrose und Lflvulose), 0,1 — 0,8 organische S&uren (vorzüglich 
Weinsäure 'und Äpfelsäure), Stickst off Substanzen 0,2 — 0,4, Mineralstoffe 
0,26—0,5 (Magnesia 0,014, Kalk 0,016, Kali 0,16, Schwefelsäure 
0,01, Phosphorsfture 0,04, Eisenoxyd, Chlor, Natron). 

Nährstoff Hej-den. Besteht wesenthch aus Albumosen. Er ist 
ein nicht hygroskopisches Pulver, welches sich mit wenig heißem Wasser 
zu einem Breie anrühren läßt und sich löst, wenn man es nach weiterem 
Wasserzusatz 6 Minuten lang kocht. Hergestellt in der Fabrik von 
Heyden, Ra debeul -Dresd en ; 250 g M. 10,50. 

C. Anorganische Nährböden und Nährlösungen for Nitritbakterien 
und Nitratbakterien. 

Die Bakterienspezies , welche den Kohlenstoff aus der freien 
Kohlensäure assimilieren können, unter Benutzung der durch Oxydation 
von Ammoniak zu Nitriten, oder Nitriten zu Nitraten, frei werdenden 
Energie, die Nitritbakterien und Nitratbakterien, können auf vollkommen 
anorganischen Nährsubstraten wachsen. Unsere Kenntnisse Über diese 
Bakterien verdanken wir haupteftchlich WiNOGBADBKy (1889—1891, 
Annales de l'Institut Pasteur IV, V; Archives de sciences biolog. publ. 
par rinstit. imperial de med. exper. k St. Petershourg, 1892, I; Cen- 
tralhl. f. Bakt., 1896, 2. Abt., n). 

OuELiANSKT (1899, S. 637 u. 662) machte genaue Angaben über 

die Kulturmethoden, die in Winogkadskt's Laboratorium benutzt wurden, 

denen wir hier zuerst folgen. Sonst sind noch die Angaben von Frank- 

i^ND, Bbijerinck, Kühne {Zeitschrift f. Biolog. 1890, Bd. XXVII, 

Heft 1), Sleskin (Centralbl. 1. Bakt. 1891, Bd. X, 8. 201) zu beachten. 

Nitritbakterien. 

(Bakterien, die aus NH» NO'H bilden.) 

Näfarlösang zum Fangen der Nitritbakterien. 

2 g Ammoniumsulfat, 2 g Natriumchlorid, 1 g Kaliumphoaphat, 
0,6 g Magnesiumsulfat, 0,4 g Ferrosulfat, ItKX) g Wasser. 

Ucyer. BnliiniK.'be rnctka II. 
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Um mittelst dieser NahrlöstiDg angereichertes Impfmatenal zu ge- 
werdeu flache Eülbchen von 12 cm Durchmesser benutzt, die 
mit 50 ccm der Näbrlösimg und 0,5 g Magneeiumkarbonat beschickt 
sind und mit Erde direkt geimpft werden. Eventuell wird spater noch 
1 ccm einer lOproz. Ammoniumsulf atlöaung nachgegeben. Es wird drei- 
bie viermal nmgeimpft. 

NShr-Kleselgallerte 

zur Isolierung der Nitritbakterien. 

Kieselsänrelüsung. Ein Volumen reines und klares Kali- oder 
Natron Wasserglas (spez. Gew. 1,05 — 1,06) und ein Volumen Salzsäure 
(spez. Gew. 1,10), allmählich hinzugefügt, und bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion in völlig dichten Pergamentschläuchen (ungef&hr 1 Tag 
lang gegen fließendes und 1 Tag lang gegen destilliertes Wasser) dia- 
lyaiert. Das Produkt wird die kurze Zeit, die vor seinem Gebrauche 
vergeht, in Glasstöpselglaöem aufbewahrt. Bei 115 — 120" C. wird die 
Lösung sterilisiert. 

Lösung 1. Kai. phosph. 1 g, Amra. huH. 3 g, Magn. sulf. 0,5 g, 
Aq. dest. 1000 ccm. 

Lösung 2. Ferrum sulf. 2 g, Aq. dest. 100 g. 

Lösung 3. Gesättigte Lösung von Chlomatrium. 

riUssigkeit 4. Aufschwemmung von Magnesiumkartionat, welches 
durch ein feines Sieb getrieben worden war. 

60 ccm Kieselsaure werden mit 2,5 ocm der Lösung 1 und 1 ccm 
der Lösung 2, einer Oese voll der Lösung 3 und mit Flüssigkeit 4 bis 
zur milchigen Trübung versetzt — und mit einer Oese des Impfmaterials. 
Dann schüttelt man die Mischung und gieBt in die Petrischale aus. 

An zwei gegenüberliegenden Stellen des Randes der Schale - 
werden von der Gallertschicht kleine Segmente weggeschnitten und in 
die so gebildeten Vertiefungen werden, so oft es nötig ist, je 2 Tropfen 
einer lOproz. Ammoniumsulfatlösung hineingegossen. Es löst sich bald 
die Magnesia in der Umgebung der Kolonien auf. 

Ziu" Weiterzucht der abgeimpften Kolonien werden 10 ccm haltende, 
konische Gefäße benutzt, welche mit der mit Magnesia versetzten 
Nährlösung zum Fangen der Nitritbakterien beschickt sind, zur Weiter- 
zucht reiner Bakterien Reagensgiftser mit schiefer N ah rki es el galler Ce. 

Nähr-6ipaplatten für Nilritbakterieo. 

100 g Gips, 1 g Magnesiumkarbonat mit Wasser zur Konsistenz 
von saurem Rahm angerührt, auf eine Spiegelglasplatte ausgegossen. 
Daraus werden Platten von der Größe kleiner Petrischalen (eventuell 
Streifen für R.eagensglaser) ausgeschnitten. Die Platten werden in 
Petrischalen, mit der blanken Flache nach oben, gebracht, und in die 
Schalen wird so viel von der „Nährlösung zum Fangen der Nitrit- 
bakterien" eingegossen, daß das Niveau der Flüssigkeit die halbe Höhe 
der Platten erreicht. Die Platten werden dann in einem Autoklaven 
bei 120" sterilisiert. Werden die Platten trocken, so gießt man wieder 
etwas Nährlösung in die Schale nehen die Platten. Zum Impfen 
breitet man einen Tropfen der verdünnten, flüssigen Knltiir auf der 
Oberflache der Platten aus. Man halt die Platten bei 26—30*. Nach 
5 Tagen erscheinen die Kolonien in Tröpfchenform. Man sollte ver- 
suchen, etwas von den Kulturen dem sterilisierten Materiale vor dem 
Gießen zuzusetzen und dann auszugießen. 
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ßsiJEBlNCK'a Agar für nitritbildende Bakterien (Centralblatt für 
Bakteriologie 1896, Bd. XIX, S. 258) soll nach Omeliansky weniger 
gut aein, doch würde er vielleicht mit WlNOGRADSET'a mineralischer 

Nährlösung besser werden. 

Nährlösnng für Nitritbakterien nach Stittzek (1901). 
10 g Magneaiumkarbonat, 10 g trockene phosphoraaure Ammoniak- 
magnesia, gemischt, einen halben Theelötfel davon in einen Kolben mit 
60 ccm einer Losung von: 1 g Bikaliumphosphat, 0,25 g Natrium- 
chlorid, 0,26 g Ferrosulfat in 1 Liter Wasser, gegeben und das Ganze 
sterilisiert. 

Nähragar für NitritttakterieD nach Stutzer (1901). 
In ziemlich weite Eeagensglftser wird je ein halber Theelöffel voll 
von einer Mischung gleicher Teile phosphoreaurer Ammoniakmagneaia 
und Magnesiumkarbonat eingeschüttet und 10 — 15 ccm einer geschmol- 
zenen Agarlösung hinzugefügt, welche in 1 Liter enthält: 10 g Agar, 
1 g Bikaliumphosphat, 0,6 g Chlomatrium, 0,5 g Ferroanlfat. Sterili- 
siert. Für Strich kulturen l&ßt man die dickflüasige Masse bis auf 40" 
im Waaserbade erkalten, schüttelt nun die Flüssigkeit gut um und laBt 
die Glaser in geeigneter Lage in Eiswaaser schnell erkalten, um die 
unlöslichen Körper in dem Nährboden suspendiert zu halten. 

Nitratbakteriea. 

(Bakterien, die aus Nitriten Nitrate erzeugen.) 

NäliriöaniiK znin Fangen von Nitratbakterien. 

Natr. nitroR. (Mehck) 1 g, Natr. carbon. (uatum) 1 g, Kai. phoe- 
phoric. 0,5 g, Natr. chlor. 0,5 g, Ferr. suif. 0,4 g, Magnes. sulf. 0,3 g, 
Aq. dest. 1000 g. 

Nfihra^r zur Isoiiernng der Nitratbakterien. (Siehe auch Winooradsst, 
Centralbl. 1. Bakteriol. 1896, Bd. II, S. 42B). 
Natr. nitroa. 2 g, Natr. carbon. ustum 1 g, Kai. phosph. 0,01 g, 
Agar 16 g, Waaser aus der Wasaerleitung 1000 g. 

Nähragar für Nitratbakterien nach Stützer (1901). 
2 g Natriumnitrit, 1 g Bikaliumphosphat, 0,3 g Magnesium sulf at, 
0,6 g Natriumchlorid, 0,6 g Kaliumkarbonat, 1000 g Wasaer, IB g 
Agar. 

D. KOnstliche Nahrsubstrate , welche organische Verbindungen 

enthalten und Allgemeines über das Wachstum der Bakterien 

in verschiedenen Nährlösungen. 

Die allermeisten Bakterien und Pilze vermögen den Kohlenstoff 
nur aus organischen Verbindungen zu assimilieren, den Stickstoff nur 
auH seinen Verbindungen zu entnehmen. In letzterer Beziehung machen 
nur die sogenannten Stickstoffbakferien (Clostridium Pasteurianum Wino- 
gradaky) eine Ausnahme, welche freien Stickstoff zu aMsimilieren ver- 
mögen. Als Htickstoffquelle können den Bakterien und Pilzen ungemein 
viele organische und mannigfaltige anorganische Slickstoffverbindungen 
dienen. Oft für künstliche Nährlösungen gebraucht und geprtift wind: 
Pepton, Harnstoff CO(NH*)*, Leuzin (a-Amidokapronsäure) (CH*)':CH- 
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CH* ■ CH : NH* • COOH, Asparagin (Amidobernstemsäureamid) C*H'(NH*) ■ 
(COOH)-(CONH*) + H*0, Azetamid, Oxamid, Methylamin, Aethylamin, 
Ämmoniumsalze (Chlorammon, weinsaures AmmOD etc.) Nitrate, Paraban- 
sawre CO(NH ■ CO)*. Als Kohlenstoff quelle können ausser den kohlen- 
stoffhaltigen Stickstoffv erb in düngen sehr viele stickstofffreie organische 
Verbindungen dienen; selbst Oxalsäure ist brauchbar. Für die Nähr- 
lösungen fanden z. ß. Verwendung Monosaccharide: Dextrose (d-Glu- 
kose), Galaktose (d-Galaktoae); zuckerähnliche Polysaccharide : Saccharose 
(Bohrzucker; d-Glukose 4- 1-Fruktose), Maltose (d-Glukose + d-Giu- 
kose), Milchzucker (d-Galaktose und d-Glukose); mehrwertige Alkohole: 
Mannit {Alkohol der Mannose), Dulzit (Alkohol der d- und l-Galaktose), 
Glyzerin (C*HS(0H)3; organische Sauren: WeinsBure 0'H«(0H»KC00H)* 
(Dioxybernsteinsfture), Zitronensäure CHWHXCOOHj^ + H'O (Osytri- 
karballylsäure), Milchsäure (Aethylidenmilchsfture) OHäCH(OH) • COOH, 
Äpfelsaure (Osybemsteinsaure) COOH - CH*CHOH ■ COOH, Bernstein- 
siure C*H*(COOHJ', Ameisensäure (LOEW, Ueber einen Bazillus, welcher 
Ameisens&ure und Formaldehyd assimilieren kann; Centralbl. f. Bakt., 
1892, Bd. XII, 8. 462). 

Unter den organischen Stick Stoffverbindungen gibt es einige, die 
ftlr sehr viele Pilze und Bakterien als Stickstoff quelle dienen können, 
so z. B. das Pepton und das Asparagin, andere, welche nur von wenigen 
dieser Organismen bewältigt werden können. 

Femer können von denjenigen Stoffen, die von einer Spezies ver- 
wandt werden können, einige eine sehr energische Entwickelung der 
Spezies gestatten, andere eine nur sehr kümmerliche. 

Manche Stickstoff Verbindungen sind ganz im allgemeinen als sehr 
aohlecbte Stickstoff quellen zu bezeichnen, so z. B. Pikrinsäure, Nitro- 
benzoSsÄure, die Zyangruppe. Aehnlich verhalt es sich auch mit den 
organischen Verbindungen, welche als Kohlenstoff quelle dienen können. 

Nach den Untersuchungen von Czapek (1902 etc.) sind folgende 
Verbindungen gute Stickstoff quellen für Aspergillus niger, wenn sie in 
l^/jiger Lösung mit 3 "/o Rohrzucker zusammen gereicht werden. 

Alkylamine: n-Butylamin, Glykosamin, Monobenzylamin. 

Diamine: Tetramethylendiamin, Pen tarne thylendiamin. 

Saureamide: Oxamins&ure, Sukzinimid. 

Säurenitrile: Alle waren schlechte Stickstoff quellen. 

Amidine: Ouanidiu. 

Harnstoffderivate und Ureide: AUoxantin, Harnsäure, Oxalur- 
aaure, Diabirsaures Natron; Harnstoff ist weniger gut. 

Ammoniaksalze: Die Salze wirken um so besser, je verwend- 
barer der Saurerest ist; glyzerinphosphorsaurew Ammon, phosphor saures 
Ammon , milchaaures Ammon , oxy buttersaures Ammon , brenztr au ben- 
saures Ammon, oxalsaures Ammon, apfelsaures Ammon, weinsaures Ammon. 

Zyklische Stickstoff Verbindungen: Ami do Ichlorhydrat, 
Zimtsaure, Salizylsäure, Gallussäure. 

Im einzelnen sind die Spezies auf bestimmte Verbindtmgen ganz 
fein gestimmt, und können selbst äußerst nahe verwandte Verbindungen 
zur Gewinnung des C, N oder von Energie nicht benutzen oder viel 
weniger gut benutzen. So verhalten sich die angeführten Saccharomyces- 
arten nach Hansen (1888) folgendermaßen gegen die angeführten Zucker- 



arten: 



,v Google 





Maltoie 


Duitroae 


+ 


+ 


+ 


+ 





+ 








+ 



Saccharomyces F&Btorianusl 

„ ellipsoideusf 

„ Marxianusl 

„ eziguus I 

„ apiculatus 

Daa Zeichen -j- bedeutet, daß der Pilz die Zuckerart verglrt, 
das Zeichen 0, dafi er sie nicht angreift. 

Sehr gut demonstriert diese Thatsache auch das Verhalten be- 
stimmter PiizBpezies gegen optisch isomere Verbindungen (Winther, 
Ber. d. Deutsch. Bot. Ges., Bd. XXVIII, 8. 3000). 

Sind verschiedene relativ gut verwendbare Verbindungen als Quelle 
für ein Element gegeben, so werden sie alle gleichzeitig verbraucht, je- 
doch in verschiedenen Quantitäten. Die Größe des Verbrauchs wird 
dabei nicht nur von der Art der konkurrierenden N&brstoffe, sondern 
auch von der relativen Menge derselben beeinflußt. Pfeffer (Jahrb. f. 
wissensch. Botanik 1895, S. 221) fand z.B., daß große Mengen von Dex- 
trose gleichzeitig in der Nährlösung vorhandenes Glyzerin vor dem Ver- 
brauche durch Peoicillium glaucum und Aspergillus niger schützen. 

Von großer Bedeutung ist die Reaktion der Nährlösung oft für 
die Verwendbarkeit derselben. Im allgemeinen wachsen Spaltpilze in 
neutralen oder sehr schwach alkalischen (0,16 "/o Sodazusatz, Buri, 1898) 
^Nährlösungen am besten. Ellis fand z. B., daß schon ein Zusatz von 
0,1 Tropfen einer 2'/gproz. Phosphorsänre in 6 com Nähragar die Ent- 
wickelung von Sarcina ureae ungünstig beeinflußt, ebenso aber auch 
ein Zusatz von 2 Tropfen einer Sproz. Sodalösung. Es gibt jedoch 
zahlreiche Spaltpilze, welche schwach saure Nährlösungen gut verwenden 
können. Nach Schlüter (Centralbl. f. Bakt., Bd. XI, S. 589) gedeiht 
der Bazillus der blauen Milch noch mit 0,2 "/o Milchsäure. Filze wachsen 
oft in relativ sauren Nährlösungen sehr gut. Phanerogamen wachsen 
bekanntermaßen schon in Lösungen, deren osmotischer Wert 1,7^3% 
Kochsalz beträgt, nicht mehr, während der osmotische Wert der Nähr- 
lösungen fUr Pilze und Bakterien bis auf 17% Kochsalz steigen darf 
(EscHENHAQEN, Einfluß der Lösungen versch. Konz. auf Schimmelpilze, 
1889; Bbdhnb, 1894; Fischer, Jahrb. f. wiss. Bot. 189B, S. 161). 

Die Entwicklung stand still in Lösungen folgender Körper, welche 
die angegebenen Prozente enthielten'. 

NaCI NaNO» 

bei Aspergillus niger 17 21 

„ Penicillium glaucum 19 21 

„ HormodendroD Hordei 17—22 37—42 

„ Bact. vemicosum 18—20 10—12 

Wie verschieden die verschiedenen Nährlösungen für die ver- 
schiedenen Spaltpilze passend sind, lehrt z.B. die folgende von Fischer 
(Vorlesungen über Bakterien, 1897 S. 63) nach eigenen Versuchen auf- 
gestellte Tabelle. 

Alle zu den Versuchen benutzten Nährlösungen enthielten die 
gleiche Menge der nötigen anorganischen Salze und reagierten, wo al- 
kalisch angegeben ist, ganz schwach alkalisch. Es bedeutet: 3 sehr 
Üppiges, 2 mittleres, 1 geringes, kein Wachstum. 
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Gleicb mäßiger gegen die verschiedensten N&hrBiibs träte verhalten 
sich die in der folgenden Tabelle charakterisierten, aus Boden stammen- 
den, aöroben, auf saurem Nfthrsubstrat gefangenen Bakterien, die Gott- 
HKiL (1901) untersuchte; doch treten auch hier starke spezielle Unter- 
schiede auf. 
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Die römischen Zahlen beziehen sich auf die Nährlösungen, die 
unter den gleichen Nummern auf Ü. 24 angeführt sind. 

Zur Erklärung der Intensit&tszahlen — 4 füge ich den betreffen- 
den Passus aus Gottheil's unter meiner Leitung ausgeführter Arbeit an. 

„Bei den Untersuchungen Über die Entwickelungsintensitat der 
Spezies in den verschiedenen Nährlösungen wurde zuerst darauf Rück- 
sicht genommen, daß alle Kulturen in Reagens gl ftsern von ungefähr 
1,5 cm Durchmesser und IB cm Lange ausgeführt wurden und mit 
stets nur 5 ccm Lösung, da die Sauerstoff zufuhr und die Menge des 
Nährsubstrates für den Verlauf der Kntwickelung von Bedeutung sind. 
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Geimpft wurde mit stet« möglichst gleichen Mengen Stabchenmaterials, 
welches sich auf Agar aus abgekochten Sporen nach 16 — 20 Stunden 
bei 28° entwickelt hatte. Von Sporen ging ich deshalb nicht aus, weil 
die Keimung in vielen N&hrlösungen sehr ungleichmäßig und unsichei- 
eintritt. leb fand, daS hftufig zu hohe Konzentration der Nährlösung 
der Grund für das Nichtkeimen war, wahrend Fischer (1895, S. 52) 
bei sinkendem Nährwert der Lösung ein Unregelmäßig wer den der Kei- 
mung eintreten sab. Die Temperatur, bei welcher die Kulturen ge- 
balten wurden, betrug 280. Die Bedeutung der Zahlen — 1 —2 — 3 — 4 
ist die folgende: ^ keine Entwickelung, Lösung vollständig klar: 
1 =^ schwach, kaum Entwickelung vorbanden, Löaung meist schwach 
opaleszierend; 2 ^= Entwickelung, ^Lösung meist deutlich trUbe, mikro- 
skopisch normale Stabchen; 3 ^ stärkere Entwickelung, Lösung stark 
getrübt; 4 ^ sehr starke Entwickelung, Lösung meist dick, undurch- 
sichtig. Die Bezeichnungen bis 4 geben für jede Spezies die Ent- 
wickelungsgrade in den verschiedenen Nährlösungen vergleichend an. 
Die Angaben für verschiedene Spezies sind aber nicht ohne weiteres 
untereinander zu vergleichen. So z. B. bedeutet 3 ftlr die eine Spezies 
nicht eine absolut stärkere Entwickelung, als 4 für eine andere. Die 
relative Eatwickelungsstärke ein und derselben Spezies in den 
verschiedenen Nährlösungen ist als diagnostisches Merkmal gut zu ver- 
wenden. Als unterscheidendes Uerkmal zweier Spezies kann es ferner 
nach meiner Erfahrung noch gelten, wenn sich eine Spezies in einer 
bestimmten Lösung nicht (0) entwickelt, oder kaum (1), die Entwicke- 
lungsstärke in einer anderen Lösung dagegen mit 3 oder 4 zu bezeichnen 
ist. Dagegen ist auf die Unterschiede zwischen 1 und 2, 3 und 2 
weniger Wert zu legen, so daß man also als einfachsten Ausdruck 
setzen kann, die eine Spezies entwickelt sich nicht, die andere gut. 

Selbstverständlich ist bei dieser Frage nicht außer acht zu lassen, 
daß die Bakterienspezies mehr oder weniger befähigt sind, sich an die 
Nährlösungen anzupassen, und daß sie eventuell auch Varietäten bilden 
können, welche sich etwas verschieden gegen Nährlösungen verhalten. 

Auch bei meinen Versuchen beobachtete ich, daß einige Bakterien, 
welche sich anfangs in einigen Nährlösungen nicht entwickelten, nach 
längerer Kultivierung auf Agar mit Dextrose in den betreffenden Nähr- 
lösungen Entwickelung aeigten. Erwähnen will ich z. B. auch die 
Beobachtung, daß Stäbobenmaterial von Bac. graveoiens a und a in 
Nährlösung Yß nach 8—14 Tagen (bei 28«) keine Weiterent Wickelung 
zeigten, obgleich bei Impfung auf Agar die in der Nährlösung befind- 
lichen Stäbchen sich lebhaft entwickelten. Nach 4 Wochen jedoch 
war eine schwache Vermehrung der Spezies in der Nährlösung ein- 
getreten." 

Interessant sind die Unterschiede, welche die Entwickelung- der 
verschiedenen Spezies in der Nährlösung Va (Asparagin -|- Rohrzucker) 
zeigten. 

Sehr gut ernährt Asparagin in Verbindung mit Rohrzucker den 
Bacillus ruminatus, tumescens, graveoiens, sehr schlecht Bacillus Ellen- 
bachensis, Carotarum, asterosporus. Wie Rohrzucker oder Gljcerin in 
Verbindung mit Asparagin verschieden wirken, lehren Bacillus ruminatus 
mit 4 in Nährlösung Va (Rohrzucker), mit 2 in Nährlösung Vd (Gly- 
zerin) und Bacillus Carotarum mit in Va und 2 in Vd. 

Wir gehen nun zur Aufzahlung der wichtigsten Nährlösungen über. 
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No. 
No. 


XV. 
XVo 


No. 


VI. 


No. 
No. 


VIo. 

xn. 


No. 


XVI. 


No. 


XIV 



a) Gnt kontrollierbare, konetaate Nfthrldsaugen. 

Unter mineraliBcher Nährlfisung ist hier immer die atickstofffreie 
„M-NährlösuDg" (siehe S. &| zu verstehen. 
No. IV. Asparagin 1 g, min. Nährlösung 100 g. 
No. X. Asparagin 1 g, Dextrose 3 g, min. Nährlösung 100 g. 
No. V. Asparagin 1 g, Glyzerin 1 g, Rohrzucker 0,5 g, min. Nähr- 
lösung 100 g. 
No- VII. Ealiumnitrat 1 g, Rohrzucker 0,5 g, Glyzerin 1 g, min. 

Nährlösung 100 g. 
No. VTIa. Ealiunmitrat 1 g, Dextrose 1 g, min. N&hrlösung 100 g. 
No. VII/J, Kaliumnitrat 1 g, Glyzerin 1 g, min. Nährlösung 100 g. 
No. IX. Dextrose 0,5 g, Rohrzucker 0,5 g, Glyzerin 0,6 g, min. Nähr- 
lösung 100 g. 
Chlorammon 1 g, Dextrose 1 g, min. Nährlösung 100 g. 
, Chlorammon 1 g, Rohrzucker 0,6 g, Glyzerin 0,6 g, min. 

Nährlösung 100 g. 
Ammoniumt artrat 1 g, Glyzerin 1 g, Rohrzucker 0,5 g. min. 
Nährlösung 100 g.' 
Ammoniumtartrat 1 g, Dextrose 1 g, rain. Nährlösung 100 g. 
Ammoniumlaktat 0,6 g, Asparagin 0,4 g, Chlomatrium 0,4 g, 
min. Nährlösung 100 g; annähernd die Nährlösung von 
Fbänkex (1894). 
Natrium asparaginieum 0,94 g, Ammoniumlaktat 0,6 g, Gly- 
zerin 0,35 g, Chlomatrium 0,4 g, min. N&hrlöeimg 100 g; 
annähernd nach UsChinbky. 
Ammoniumzitrat 0,4 g, Ammoniumphosphat 0,06 g, Ammo- 
niumsulfat 0,025 g, Weinsäure 0,4 g, Rohrzucker 7 g, 
Ealiumkarbonat 0,06 g, Magnesiumkarbonat 0,04 g, 
Zinksulfat 0,007 g, Eisensulfat 0,007 g, Kaliumailikat 
0,007 g, Wasser 100 g. Nährlösung ftlr Aspergillus niger 
nach Eaulin (Compt. rend., Bd. LVI, p. 229). 
No.Vma. Kaliumnitrit 0,2 g, Soda 0,2 g, min. Nährlösung 100 g. 

b) Wegen des Gehaltes an anbestimmten NährsnbBtanzen 
nioht genau kontrollierbare NährlSanngen. 

No. ni. Pepton 1 g, Chlomatrium 0,2 g, min. Nährlösung 100 g. 
No. II. Pepton 0,5 g, Mannit 1 g, Trockensubstanz der BierwUrze 

1,5 g, Wasser 100 g. 
No. I. Pepton 1 g, Pleischextrakt 1 g, Rohrzucker 1 g, Wasser 100 g. 
No. lo. Pepton 1 g, Fleischextrakt 1 g, Dextrose 1 g, Wasser 100 g. 
No. 0. Pepton 1 g, Fletschextrakt 1 g, Dextrose 0,5 g, Rohrzucker 

0,5 g, Milchzucker 0,5 g, Seignettesalz 0,1 g, Waaaer 120 g. 
No. JUa. Pepton I g, Chlomatrium 0,5 g, Dextrose 1 g, Pleischwasser 

100 g; besonders günstig ftlr Spirillen. 
No. ILi. Pepton 0,6 g, Bierwürzetrockensub stanz 2,0 g, Wasser 100 g, 

0,2 g offizinelle Phosphorsäure (v. 25"/^ Phosphorsäure- 

gehait); Nährlösung für Pilze. 
No. XIV. Pepton 1 g, Ammoniumsulfat 1 g, Ealiuinnitrat 1 g, min. 

Nährlösung 600 g; Nährlösung für Spirillen. 
Fleischwaseer. 3 kg grob zerkleinertes Fleisch (Pferdefleisch) 
werden in einen Topf von 7 — 8 Liter Inhalt, in welchem 6 Liter 
Leitungswasser auf 50 — 60" erhitzt sind, gethan und unter öfterem Um- 
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rtitiren 1 — 1*/, Stunden lang sich selbst überlassen, dann unter stetem 
Umrühren tlber grosser Flamme, welche eeitweise entfernt wird, bei- 
nahe bis zum Kochen erhitzt, so daS das Eiweiß gerinnt. Hierauf 
wird die Flüssigkeit durch ein Seihtuch abgepreßt, der Rückstand mit 
1 Liter H'O übergosaen und von neuem abgepreßt. Nach dem Ein- 
füllen der trüben Flüssigkeit in sterile Literkolben mit Wattebaascb und 
30 Minuten langem Sterilisieren an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 
ist die Flüssigkeit gebrauchsfertig. Will man das Fleischwasser direkt 
als N&hrflüssigkeit gebrauchen, so filtriert man, nach dem Absetzen, 
davon in 100 ccm-Eolben und sterilisiert dann nochmals. 

NShrboDillon mit Fleischwasser. 1. Zu dem Fleischwasser werden 
zugesetzt: 1 % Pepton (Witte) und '/i "/o Kochsalz. 

2. Kochen im Dampfstrom bis zur Lösung. 

8. Neutralisieren mit gesättigter, wässeriger Lösung von Natrium- 
karbonat. Die Grenze ist erreicht, wenn blaues Lackmuspapier beim 
Tüpfeln nicht mehr gerötet wird; rotes wird dann schon gebläut. Hat 
man zu viel Alkali zugesetzt, so fügt man tropfenweise Fhosphorsäure 
{auch Milch- oder Salzsäure) zu. Ein geringer Ueberschuß von Alkali 
schadet fast nie. 

4. Kochen im Dampfstrom Yj Stunde, 

6. Filtrieren. — Nochmalige Prüfung der Reaktion des Piltrates,. 
event. korrigieren, wiederum kochen und filtrieren. — Falls das Filtrat 
nicht klar ist, nochmals filtrieren. 

5. Sterilisieren und Kochen oder nach Abfüllung in Röbrchen an 
drei aufeinanderfolgenden Tagen je 20 Minuten. 

Nfthrbonillon mit Fleisctaextrakt Statt des Fleischwassers be- 
nutzt man eine Iprozentige Lösung von Fleisch ex trakt. Sonst wie 
Nährbouillon mit Fleischwasser, der diese Lösung nicht ganz gleich- 
wertig ist. 

Uefewasaer. 250 g Preßhefe kocht man in 1 Liter destillierten 
Wassers y^ Stunde lang. Man filtriert die heisse Flüssigkeit, versetzt 
sie mit 1 Liter Wasser, kocht abermale '/* Stunde und filtriert sie in 
sterile 200 ccm-Kolben. Man erhitzt diese an zwei hintereinander 
folgenden Tagen nochmals 20 Minuten im Dampftopfe. Es kann in 
dieser Konzentration als Nährboden für Bakterien, Hefen und andere 
Pilze direkt Verwendung finden. 

Geliopfte Bierwörze. Geköpfte Bierwürze wird vorzüglich zur 
Züchtung von Saccharomycesarten benutzt. Man bezieht sie aus eiuer 
Brauerei, füllt sie in sterile 200 ccm-Flaschen und sterilisiert die mit 
steriler Baumwolle oder mit Filtrierpapier, event. Staniol geschlosseneo 
Flaschen im Dampftopf oder im Autoklaven. Gehopfte Würze enthält 
ungefähr 15 */ö Trockensubstanz, davon sind ungefähr 0,6 % stick- 
stoffhaltige Substanzen, 9 "/(, Maltose, 5 "/o Dextrin, 0,4 "j^ Mineral- 
stoffe. — In der Aachs finden sich ungefähr 40 "'„ Kali, 30 "/j, Phos- 
phorsfture, 2 "j^ Magnesia, 6 % Kalk etc. 

ÜD^hopfte Bierwürze. Wie die gehopfte Bierwürze aus einer 
Brauerei bezogen und behandelt. 

Halzwfirze. Will man sich Würze selbst herstellen, so verfährt 
man folgendermaßen. 250 g Darrmalz werden geschrotet oder zerstoßen 
und mit 1 Liter Wasser 1 Stunde bei 60 — 65" C. gehalten. Hierauf 
kollert man und kocht dann, bis zum Ausfällen der Eiweißstoffe, gelinde. 
Man füllt auf 1 Liter auf, filtriert und sterilisiert 20 Minuten im Auto- 
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klaven oder an drei aufeinanderfolgendeo Tagen je 20 Minuten im Dampf- 
topfe. (Wir bezeichnen diese "Würze zum Unterafhied von der Bier- 
würze als Malawürze.) 

Bier. Man sterilisiert 500 ccm gutes, in eisern sterilen, mit 
Baumwolle verschlossenen Kolben befindliches Lagerbier 20 Minuten 
im Autoklaven, setzt dann nach dem Erkalten 15 ccm 9Bproz. Alkohol 
hinzu, da die Hälfte dea Alkoliols beim Sterilisieren verdampft. 

Traube DiDOst. Man besorgt sich entweder zur rechten Zeit 
Traubenmost, den man in gewöhnlicher Weise sterilisiert, oder verdünnt 
1 Teil konzentrierten Traubenmost mit 3 Teilen Wasser und sterilisiert 
die LCsung. 

HeDinfDSDiu. 100 g gutes, trockenes Wiesenheu werden mit 
6 Liter Wasser übergössen, einige Stunden stehen gelassen, 10^15 
Minuten gekocht, abfiltriert, mit Soda genau neutralisiert (Lackmus- 
papier). Nach dem Neutralisieren wird das Infusum in dem mit Watte 
geschlossenen, sterilen Kolben 30 Minuten im Dampftopfe stehen gelassen. 
Nach zwei Tagen filtriert man, füllt in 200-ccm-Kolben um und sterili- 
siert im Autoklaven 30 Minuten oder an drei hintereinander folgenden 
Tagen je 20 Minuten im Dampftopfe. 

MilchnährbSden. lieber Milchn&hrböden siehe Miolla, 1897, 
S. 261; GüNTHEH, 1898, S. 177, 178, 199. 

E. Gallertförmige Nährboden. 
Nährgelatine. 

Nfthrgelatine Nahrgelatine mit Dextrose 

(D-Nährgelatine) 
500 ccm Wasser 500 ccm Wasser 

6 g Pepton Witte 6 g Pepton Witte 

4 g Fleischextrakt 4 g Fleischestrakt 

1 g KocbsaU 1 g Kochsalz 

60 g Gelatine 5 g Dextrose 

60 g Gelatine 
Bei der Bereitung der Nährgelatine ist darauf zu achten, daS zu 
langes Erhitzen die Gelatine dtlnnflassig macht, und daß sie das Er- 
hitzen im Autoklaven (über 100 ") nicht verträgt. Man bringt alle Ingre- 
dienzien in einen Kolben von 1000 ccm Inhalt, stellt ihn einige Zeit beiseite, 
bis die Gelatine gequollen ist, und erhitzt dann im Dampftopfe nur bis 
zur Lösung der Gelatine. Hierauf versetzt man die Lösung sehr sorg- 
fältig mit konzentrierter Sodalösung, bis sie mit Lackmus eine deutliche, 
aber sehr schwache alkalische Reaktion zeigt, erwärmt die alkalische 
Lösung 20 Minuten und filtriert hierauf. Man prüft nochmals die Reaktion 
und macht die Lösung, wenn Säuerung eintrat, nochmals sehr schwach 
alkalisch. War Neutralisation nötig, so mufi man nach der Neutralisiition 
nochmals 30 Minuten im Dampftopf erhitzen. Dann filtriert man die 
Oelatine durch ein in einem Trichter, welchen man auf einen im Dampf- 
topfe stehenden 1000 ccm-Kolben aufsetzt, befindliches Filter. Ist die 
Oelatine nicht genügend klar geworden, so fUgt man zu der auf 30" ab- 
gekühlten Gelatine das Weiße von einem Hühnerei, schüttelt kräftig 
und längere Zeit um, erhitzt dann 50 — 60 Minuten im Dampftopfe und 
filtriert schließlich noch einmal. Die heiß filtrierte, völlig klare 
Masse wird entweder sogleich in mit sterilem Baumwollen bau seh zu 
»cbließende, sterile 200 ccm-Kolben gegossen und dann noch an drei 
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bistereinander folgenden Tagen je 20 Minuten im Dampftopfe erhitzt 
oder sogleich in der nachher zu beech reibenden Weise in ßeagens- 
gl&ser gefüllt. 

Nähragar. 





Nähragar 


Nfthragar mit Dax 


6 g Pepton Witte 

4 „ Fleiachestrakt (Liebig) 


(D-Agar) 
6 g Pepton Witte 
4 „ rieischeilrakt (Li 


1 , 


„ Kochaalz 


1 „ Kochealz 


600 , 


„ Wareop 


600 „ Waeser 


8 > 


, Agar 


8 „ Agar 
5 „ Dextrose 



Zuerst fertigt man mit der Hälfte der angegebenen Menge Wassere 
und den vorgeschriebenen Mengen Pepton, Fleisch ex trakt, Ohlomatrium 
eine Lösung an, neutralisiert dieselbe mit konzentrierter Natriumkar- 
bonatlösung, erwftrmt sie einige Zeit im Dampftopfe und filtriert dann 
die Lösung. Oleichzeitig benutzt man die andere Hälfte des Wassers 
znr Quellung des abgewascbenen Agars ; nachdem derselbe, ungefähr 
3 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehend, im Wasser gequollen 
ist, fügt man die vorbereitete neutralisierte Lösung hinzu, löst den 
Agar im Dampftopfe, läßt ihn dann noch ungefähr drei Stunden behufs 
Klftrung bei 100" stehen, nötigenfalls neutralisiert man ihn nochmals 
mit Natriumkarbonatlösung, erw&nnt ihn kurze Zeit und filtriert ihn 
sodann, indem mau Kolben und Trichter mit filter in den Dampftopf 
steckt. Nach der Filtration fUgt man die vorgeschriebene Menge Dex- 
trose hinzu und sterilisiert den jetzt fertigen Agar an drei aufeinander 
folgenden Tagen, oder (was aber dann bei Angaben Über den benutzten 
Nährboden besonders zu vermerken ist) einmal 15 — 20 Minuten im 
Autoklaven. 

HEYDEN-Agar (besonders ancb für Wasserbakterien) {Hesse und 
NiEDNEK 1899): 
8 g Nährstoff Heyden 
13 „ Agar 
1000 „ Wasser 

Alles wird in einen Literkolbeu gethan, dieser wird mit einem 
sterilen Baumwollenbausche verschlossen und im Autoklaven bei 125* 
8 Minuten erhitzt. Der Agar wird dann im Dampftopfe filtriert und ^ 
nochmals 8 Minuten im Autoklaven erhitzt. 

Ist kein Autoklav bei der Hand, so kann man auch alles im 
Dampftopfe lösen und, wie gewöhnlich, dreimal je 20 Minuten an drei ■ 
verschiedenen Tagen im Dampftopfe sterilisieren. 

D-HEYDEN-Agar. 

8 g Nährstoff Hetdkn 
13 „ Agar 
20 „ Dextrose 
1000 „ Wasser. 
Im Dampftopfe oder Autoklaven zu sterilisieren und zu filtrieren. 

Heringsgelatine für Lenchtbakterien des Heeres. 
2 Salzberinge 
30 g Seesalz (zur Aushülfe auch nur Kochsalz) 
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100 g Gelatine 
5 „ Asparagin 
10 „ Glyzerin 
10 „ Pepton 
1000 „ Wasser 
Die Salzheringe werden zerschnitten und in der Lösung des Seeaalzes 
tüchtig gekocht. Nach dem Erkalten wird filtriert und zu dem Filtrate 
werden Gelatine, Asparagin, Glyzerin und Pepton hinzugefügt. Uan 
sterilisiert und filtriert wie gewöhnlich. 

SpiriUenagar (Zettmow, 1896): 
11 g Agar 
1000 „ PleischwRsser 
1 „ Pepton 
1 „ Ammoniumsulfat 
1 „ Kaliumnitrat. 
Zur Herstellung von 1 Liter SpiriUenagar wiegt man zuerst 11g Agar 
ab und bringt ihn zum Waschen sowie zum Aufquellen in etwa 0,5 Liter 
Wasser. Hierauf wiegt man in einem gewogenen Emailletopf 1000 g 
Pleischwaaaer ab, seiet 1 g Pepton dazu, erhitzt fast bis zum Kochen 
und neutralisiert mit konzentrierter Sodalösung bis zur ach wachen 
Bl&uung des Lackmuspapiers. In die Flüssigkeit wirft man den ge- 
quollenen , etwas ausgedrückten Agar , löst ihu im Dampftopfe und 
wiegt. Man bringt das Gewicht der Masse durch Wasserzusatz oder 
Abdampfen im Wasserbade auf 1 kg. Hierauf setzt man 1 g Ammonium- 
snlfat und 1 g Kaliumnitrat hinzu, kühlt die Flüssigkeit auf 50 — 55"' 
ab, fügt das Weiße von 2 Eiern hinzu, schüttelt tüchtig um, setzt das 
Oefbfi 50—60 Minuten in den Darapftopf und filtriert dann. Man 
sterilisiert, wie gewöhnlich, dreimal im Dampftopfe. 

Bierwürzgel&tine: 1 Liter Bierwürze, 100 g Gelatine. Nach dem 

Lösen der Gelatine im Dampftopfe wird filtriert etc. 
Hostgelatine: 1 Liter Moat, 100 g Gelatine. 
Heninfusgelattne: 1 Liter Heuinfus, 80 g Gelatine. 
HeninhiBagar: 1 Liter Keuinfus, lg g Agar. 
HUchaemmgelatine: Siebe van Puteben, Centralbl. f. Bakt. 1889, 

Bd. V, S. 187. 
Hara-Agar: Zu 2 Gewichtsteilen fertigem, geschmolzenem Nähragar 
(ohne Dextrose), den man mit 12 g Agar auf 500 g hergestellt 
hat, setzt man 1 Gewichtsteil an drei aufeinander folgenden 
Tagen je 15 Minuten im Dampftopfe erhitzten Harn. 
EierDährbSdea. Erstarrtes Weißei, Weißei und Gelbei gemischt 
und erstarrt, Gelbei erstarrt , Alkaliatbuminat werden h&ufig benutzt. 
Siehe darüber Migula, 1897, S. 269; Abel, 1900, 8. 16; Günther, 1898, 
S. 175. 

BlntsernmaährbSden. Blutserumn&hrböden kommen für uns nicht 
in Betracht. Man findet eingehende Angaben darüber bei Günther 
1898, S. 169; Abel, 19O0, S. 14; Migüla, 1897, S. 256 (Blutsemm- 
agar, 8. 251). Sterilisieren des Blutserums durch Filtrieren mittelst 
Chamberlandfilter, ohne Druck: Schonebooh, Centralbl. f. Bakteriol., 
L Abt. 1901, Bd. XXIX, S. 210. 

Hehlnährhödeo. Lagekheim (Makkaroni als fester Nährboden; 
Centralbl. f. Bakt. 1892, Bd. XI, S. 147) wendet Makkaroni, Migüla. 
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(Schneider, Arbeiten aus dem bakt. Institut der Techn. Hochschule zu 
Earlaruhe, 1894, Bd. I, Heft 1) Keisraehl zur Bereitung eines Nähr- 
bodens (besonders für chromogese Bakterien) an. 

QnitteDBchleim (Migula 1897, S. 264). 50 g- Quittensamen 
werden raecb unter der Waaeerleitung auf einem Drahtsiebe abgewaschen 
und dann in einem Kolben mit 1 Liter Wasser unter UmschUtteln 
stehen gelassen. Der Schleim wird durch dicken Flanell durchgepreßt, 
in kleinere sterile Kolben (100 ccm) gefüllt und an drei aufeinander 
folgenden Tagen je 20 Minuten im Dampftopfe sterilisiert. Der Schleim 
ist ziemlich dickflQssig. 

F. Organisierte Nährböden. 

Als Nfthrbcden fitr Pilze und Bakterien verwendet mau h Huf ig 
sterilisierte Reserv es toffbeh alter der Pflanzen, von denen einige angeführt 
sein mögen. Bei diesen Nah rsubs traten ist sehr darauf zu achten, 
daß dieselben nicht zu allen Zeiten die gleiche Zusammensetzung be- 
sitzen. Eine Kartoffel ist z. B. für unsere Zwecke sehr verschieden, 
wenn sie direkt nach der Ernte, im Frühjahr oder nach Aufenthalt bei 
niederer Temperatur im Winter benutzt wird. Die Reservestoffbehdlter 
der Pflanzen besitzen alle eine Äußerst komplizierte chemische Zu- 
sammensetzung Die Sterilisation der aus dem Boden stammenden Sub- 
strate muß beaonders sorgfaltig vorgenommen werden, weil an denselben 
oft sehr widerstandsfähige Sporen sitzen. Man thut deshalb gut, vor- 
züglich bei Benutzung des Dampftopfes zur Sterilisation, die sterili- 
sierten Scheiben der Organe einige Tage zu beobachten, ehe man sie 
benutzt. Alle Reservestoffbehälter der Pflanze reagieren schwach sauer 
und aollen gewöhnlich achwach sauer zur Kultur der Bakterien 
Verwendung finden. Wird es nötig, so neutralisiert man die Pflanzen- 
teile durch Kochen in einer 1 prozentigen Sodalösung oder reibt ihre 
Oberfläche mit Kreide oder Magnesiumkarbonat ab. 

Die Kartoffel. Man schalt gute Kartoffeln, wäscht sie sehr 
sorgfältig mit der BUrst«, um die Sporen der Erdbakterien zu ent- 
fernen, unter der Wasserleitung ab, schält sie mit einem durch die 
Flamme gezogenen Messer nochmals nach, wascht sie unter der Wasser- 
leitung (ohne Bürste) tüchtig und schneidet sie in 1 cm dicke Scheiben. 
Letztere legt man, je eine oder zwei, in eine sterile Petrischale und 
sterilisiert sie durch 20 Minuten langes Erhitzen im Dampftopf an drei 
verschiedenen Tagen. 

Die Kartoffel enthält ungefähr 12 "/o Wasaer, 6 "/o Stickatoff- 
substanz, 10,2 */o ^f>^^, 1 Vo Zucker, 75 "/o Stärke, 2 "/^ Zellulose, 
2 "/o Asche. 

Alle jetzt nun weiter anzuführenden Reserveatoffbeh älter werden 
wie die Kartoffel behandelt. 

Die Möhre. Sie enthält ungefähr: 87 »/o Wasser, 1,20/0 Stick- 
Stoff aubstanz, 0,3 Yo ^ett, 2 7^ Rohrzucker, 4 7<, Fruchtzucker, 3 "/^ 
andere N-freie Stoffe, 1,5 7^ Zellulose, 1 "/o Asche. 

Die Zuckerrübe. Sie enthält ungefähr: 82 7o Wasser, 1,3 7o 
N-Substanz (darunter Leuzin, Asparagin säure, Asparagin, Glutaminsäure, 
Olutamin, Tyrosin; Cholin, Betain; Zitrazinsäure; Protelnatoffe), 0,1 7o 
Fett, 12 "/o Rohrzucker und etwas Raffinose, 1 7» Zellulose, 1"/^ Asche. 
Von Säuren kommen darin in kleinen Mengen noch vor : Oxalsäure, Zitronen- 
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slure, Glyosykaure, Aepfelafture, Malonaaure, BemBteinß&ure, Glutaiv 
säure, ÄdipiDBäure, WeiDRaure. 

Topinambur. Die Knolle enthalt ungefähr: 79 */o Wasser, 
1,8% N-Substanz, 0,1 % ^eft, 3,66 7n reduzierender Zucker, 1,3 % Inulin, 
12% Lavulin, 1 "ja Aachs, 1 % Zellulose. 

Kohlrabi. Die Knolle enthalt unpeffthr: 85 "/o Wasser, 3 % 
N-Substanz, 0,2 7» Fett, 0,4 % Zurker, 9 "/(, sonstige N-freie SiibstaDK, 
1,5 % Zellulose, 1 % Asche. 

Sellerie. Er enthalt ungefthr: 84 % Wasser, 1,5 "/o N-Substanz, 
0,4 "/o Fett, 0,8 7o Zucker, 1 1 «/o sonstige N-freie Substanz, 1,6 % Zel- 
lulose, 0,8 % Asche. 



Uebung 2. 

Herstellen der Nfilirgelatlne, des Nähragars und der NähriOsung 

und deren Sterilisation. 

1. Wir stellen uns nach der auf S. 26 gegebenen Vorschrift 
500 ccm D-Nährgelatine her. 

2. Wir stellen uns nach der auf S. 27 gegebenen Vorschrift 
.000 ccm D-Agar her, den wir im Danipftopfe sterilisieren. 

3. Wir stellen uns nach der auf S. 24 gegebenen Vorschrift 
in folgender Weise 250 ccm Nährlösung No. I her. Wir wiegen uns in 
einem Bechergläschen 5 g unseres sterilen Fleischextraktes (2^1; siehe 
S. KJ) ab, spülen ihn mit 100 com Wai?ser in den Kolben, wiegen auf 
einer Handwage 2,5 g Pepton und 2,5 g Dextrose ab, geben sie auf ein 
Stück Papier und schütten sie mittels desselben in die Flasche. Wir 
fügen dann noch 150 ccm Was-ser hinzu. Wir KchlieÖen die Flasche 
mit einem sterilen ßaumwoUenbausch und »teilen sie in den Auto- 
klaven, Wir sterilisieren 15 Minuten bei 120* (oder wir sterilisieren 
dreimal im Dampftopfe, wenn kein Autoklav zur Verfügung steht). 



Uebung 3. 

FQIIen der Reagensgläser mit Nähragar und Nälirgelatlne 

und die Sterilisation der gefüllten Röhrclien. 

Wir schmelzen zuerst unsere Nälirgelatine, indem wir den Kolben 
mit der Nährgelatine in den Dampftopf setzen, Ist die Gelatine ge- 
geschmolzen, so zünden wir einen kleinen Bunsenbienner an (wir be- 



Fig. 10. Bunsenbrenner No. 5409a von HugerS' 
hoff mil Re^liening, mit Hahn und im Bohr be- 

finiilirhen Räbrcheii. Beim Si.-hli(wHcn des Hahnes 
bleiht ein kleines Ftamniehen brennen, wornn xich 
Ijoiin Oeffnen deH Hahnes das ansptröniende fias ent- 
zündet. 



nutzen bei allen unseren Uebungen den anbei abgebildeten Brenner). 
Wir stellen unsterner 12 der sterilisierten, mit Baumwolle verschlossenen 
Reagensgläser zureclit. 
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Es kommt nun darauf an, diese Reagensgläser bis zu einer Höhe 
von 10 cm mit Gelatine zu füllen, ohne daß irgend ein Lebewesen in 
sie hineingerät. Diese Lebewesen können einmal aus der Luft in die 
Reagensgläser fallen, da aus der Luft immerfort gleichsam ein Regen 
von Sporen etc. mehr oder weniger senkrecht herabfallt; sie können 
auch außen an der Baumwolle und am Halse der großen Oelatineflasche 
und am Halse der Rcagensgläser, sowie außen an der Baumwolle der 
Reagensgläser sitzen. 

Wir entfernen von unserem die Gelatine enthaltenden Kolben die 
Baumwolle, legen den Baumwollenbausch auf eine reine Stelle (z. B. 
reinen Teller) und ziehen den Hals da, wo wir daraus ausgießen wollen, 
schnell durch die Flamme, um alle Keime am Rande des Kolbenhalses 
zu töten. Wir halten den Kolben stets in der rechten Hand, den Hals 
des Kolbens möglichst wagrecht. Hierauf Öffnen wir ein Keagensglas, 
halten es horizontal, drehen den Reagensglashals etwas in der Flamme 
herum und gießen dann schnell, das Reagensglas etwas schräg haltend, 
Gelatine aus dem Kolben hinein. Den Baumwollenbausch haben wir 
mit den Fingern der linken Hand zugleich während der Zeit festge- 
halten. Wir ziehen jetzt sein unteres Ende, mit dem er in dem Reagens- 
robr stak, schnell durch die Flamme und verschließen mit dem aj>ge- 
sengten Bauniwollenbausch das Reagensrobr. Zuletzt flammen wir den 
Baumwollenbausch, der zum Schliessen des Kolbens dient, ab und ver- 
sehliessen mit ihm den Kolben, den wir danach 20 Minuten im Dampf- 
topfe erhitzen, um den Rest der Gelatine zu konservieren. 

In gleicher Weise füllen wir alle Reagensgläser und stellen sie 
in das Einsatzgefäß fflr den Dampftopf (Fig. 6). 

Während der Zeit, in welcher wir die Reagenagläser mit t:>elatine 
fflilten, haben wir vielleicht unseren Kolben mit N^ragar im Dampf- 
topfe stehen gehabt, bis der Nähragar geschmolzen ist. Wir schmelzen 
Jedenfalls den Agar und gießen nun in gleicher Weise (und mit der- 
selben Vorsicht) Agar in die Gläser, wie wir die Füllung der Gläser 
mit Gelatine vornahmen. 

W^ir ftliien jedoch nur in 10 Gläser den Agar bis zu 10 cm 
Höhe. 10 andere (iläser füJIen wir bis zur Höhe von 4 cm mit ge- 
schmolzenem Nähragar. Alle Röhrchen stellen wir in das Einsatzgefaß 
(Fig. 6). 

Hierauf schreiten wir zur weiteren relativen Sterilisation der 
Röhrchen. Wir heizen den Danipftopf (Fig. ö) an, bis er in voller 
Dampfentwtckelung ist, setzen das Einsatzge^ß mit den Röhrchen 
hinein und erhitzen 20 Minuten lang in vollem Dampfe. Wir löschen 
die Flamme unter dem Dampftopfe aus und stellen das Einsatzgefäß 
24 Stunden beiseite. Hierauf sterilisieren wir nochmals 20 Minuten 
im Dampftopfe. Haben wir das Einsat/geßiß aus dem heißen Dampf- 
topfe herausgenommen, so stellen wir die bis auf 10 cm mit Nährsub- 
Btrat gefüllten (iläser aufrecht in ein GlaKgefäß. dessen Boden mit 
etwas Watte bedeckt ist und lassen sie aufrecht erkalten. 

Die Agarröhrchen, welche nur bis zu 4 cm mit Agar gefüllt sind, 
legen wir schräg auf 1 cm hohe Holzleistchen von ungefähr 40 cm 
Länge auf und lassen sie erkalten (schräge AgarrÖhren). 

Wir haben also 10 cm-Agarröhren, 10 cm-tJelatineröliren, schräge 
AgarrÖhren. 
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Uebung 4. 
Herstellung und Sterilisation von MOhrensctielben. 

Wir reinigen eine möglichst dicke Möhre sorgfältigst durch 
Abbürsten mit konzentrierter Sodalösung und hierauf erfolgendem 
Waschen unter dem Wasserstrahle, schälen sie sorgfältig, waschen sie 
tüchtig unter Abreiben mit der reinen Hand unter dem Wasserslrahle 
der Wasserleitung und zerschneiden sie in 7 mm bis 1 cm dicke 
Scheiben. Wir legen je zwei bis vier in eine der sterilen Petrischalen, 
von denen wir 5 Stück beschicken. Wir sterilisieren die Möhren- 
scheiben durch 20 Minuten langes Erhitzen der beschickten Schalen 
im Dampftopfe an drei verschiedenen Tagen. 



Uebung 5. 
Herstellung von sterilem Wasser. 

Wir füllen einen sauber gereinigten Kolben von 200 ccm Inhalt 
mit Leitungswasser zwei Drittel voll, schließen mit einem vorher im 
Heißluftschranke sterilisierten Baumwollenbausche und erhitzen im Auto- 
klaven bei 125" 15 Minuten lang oder 3 Stunden im Dampftopfe. 



Kapitel III. 

Allgemeines Aber den Einfluss der Temperatur auf die Keimung 
der Sporen, das Wachstum des Mycels und der Oidien, sowie 
auf die Sporenbildung der Pilze und Bakterien. Anleitung zur 
Featle^ng der Kardinalpunkte der Temperatur für diese Lebens- 
«rschemungen und zur Benutzung der Kenntnis der Kardinal- 
punkte bei der Kultur der Bakterien und der Bestimmung der 
Bakt«rien.spezies. 

Litteratur. 

Coha, UntfrsuchuHgfti über Boklfrint IV. 
Bd. II. — DUudoaat, Briträgr zur Kenntnis de, 

an ursprünglich ungünslige Temprraturverhällnisse ; Arbeilen aus dem Kaiierlichen 
Gesundheitsamte iH$4. S. 492. (Referat CentralblatI für Bakteriologie 1894. Bd. XVI. 
S. g6$. — Emmerich und Welbel, lieber eine durch Bakterien erseugle Seuche 
unter den ForelUn; Archiv fär Hygiene 1894. Bd. XX!. S. 9. — ErlllstOB, Ueber 
-die Förderung der Pilzsporenkrimung durch Kälte; CentreiÜilatt fär Batteriologir 
l8gS' Abteilung II, S. 557. — Fischer, Hakterirmfachstnm bei a". sowie über das 
Photographieren von Kulturen levchlendcr Bakterien in ihrem eigenen Lichte: Cen- 
tralbl. f Bakt.. 18S8, Bd. IV. .S'. *p. — Fischer, I8g7. S. 70. — Flügge, Die Mikro- 
organismen. i8gö, I. T., S. 13t. — Flügge, Die Aufgaben und Ij-istungen der Milch- 
slerilisierung grgenäber den Darmtrankheiten der Säuglinge; Zeitschrift fär Hygiene 
lSs>4, Bd. XVII, S. 2-J3. — C. Förster, Ueber die Entwickelung von Bakterien bei 
niederen Temperaturen; Centralbl. f. Hakt. i88y. Bd. tl. S. 337. — Geteottl, Lo 
Sperimcntale 1892. — GtobIg, Ueber Baklerienvnckstum bei 50 — 70"; Zeitschrift für 
Hygiene 1888. Bd. III. — GoHhell, Botanische Beschreibung einer Anzahl sporen- 
bildender Bakterien: Dissertation, Marburg 1901. — GSoiher, Bakteriologie 1898. S. 27. 
— Haasea, Recherches sur les bacte'ries acctifianles, Second memoire; Meddelelser fra 
Carlsberg Laboratoriel 1891—1894. Bd. III, p. 1K2, — Haasea, Recherches sur la 
Physiologie et la morphologie des ferments alcooliques. II. Les oscosfiore chet le genre 
Saccharamyees; Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriel 18&3—1SS8, Bd. II, p. 13. — 
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Havemana, Vfber äai Wachstum von Mikroorganismfn bfi Eisschranktfmpfraiureti ; 
Disscrialion, Rostock l8g4. — Helm, 18^4. .V. ig? 11. f. — Henberg, Vrrgiriebendr 
Untersuchungen über land-airtschafltkh ipichtige Flugbrandarten: fieilräge cur Phy- 
siologie und Morphologie niederer Organismen, herausgegeben von Zopf, l8gS. ^fß 5. 
S. I. — Klehs, Die Bedingungen der Fortpflanzung bei einigen Algen und Pilsen, 
Jena. lSg6. — Siebs, Jahrbuch für wissenschaftliche Botanik tgoo, Bd, XXXV, 
S. 134. — Alb. KIScker, Die Gährungsorganismen. igoo, S, 33, — I.ebmana, l8g6, 
II. Teil, S. jp. — Mlgula, 1897, Bd. /, .S". J5». — Mlquet, Us Organismes vir. de 
l'atmosph. i8«s. fi. iSj. — Miguel, Monographie d'un bacille p/i'ant au delä de 70 
(entigrades (Bac. thermophilusj: Annales de Mkrographir 1888. I (Ref. Cfntralbl. f. 
Bak't. 188g. Bit. r, S. 28i). — Moc Fadyeo and Blaxall, Thermophilic bacleria.- 
Journal of paihology and bocteriology. Bd. III. Heft 1. — NSgell, Theorie der 
iiäriing. 187g. — Xlelsen, Sur le dcveloppcmenl des sfiores du Sacch. membranae- 
faeieiis. Sacch. Ludw/gii et du Saah. anomalus; Meddelelser fra Carlsberg Labora- 
leriet iSgi — 18^4. Bd. III. p. 176. — Federten, Reeherches sur quelques facteurs 
qui ont dt Vinfluence sur la propagntion de la levüre basse du Saccharernyces cerevisiae; 
Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet, Kjoebenhm-n 18S2. Bd. I fiSjö—lSSiJ, p. 21. 
— Pfeffer, Pffansenphysiologie, 2. Aufl. igoi. Bd. II. 1. Hälfte. — Ljdia Rabiao- 
witsch, l'eber die Iherinophilen Bakterien: Zeitschrift für Hygiene i8gs, Bd. XX, 
S. 154. — Rodet, De rimporfanee de la lemp^rature dans la d/termination des espi-ces 
microbicnnes en ge'ne'ral et specialcment du bacille typhique; Compl. rend. Soc. biolog. 
188g, .\o. 26. — Julius Sachs, Handbuch der K-cperimental-Physiologie der Pflamen, 
Leipzig 186$. S. 4$. — Schreiber, Ueber die physiologisthen Bedingungen der endo- 
genen Sporenbildung bei Bacillus anihracis. subtilis und lumescens : Centralbl. f. Bakt. 
iSgö. Bd. XX. — Thiele, Temperalurgrenien der Srhiminelpilze ; Dissertation, Leipzig 
l8g6. ~ vaa Tiegheat, Sur des Bacteriacees virant a la tempfrature de 74 cenligr.; 
Soc. bot de France Bull. 1881, T. XXl'III, p. jj. — Wiesner, Untersuchungen über 
den Einfluss der Temperatur auf die Enlieictelung von Penicillium glaucum; Sitzber. 
d. Wien. Akad.. Jahrg. 1873. Bd. LXVIlh Abt. I, S. 5. — Zofif, Die Pihe. 1890. 

Auf die KeimiiDß der Sporen, auf das Wachstum der Myzelien und der 
Oidieo, auf die Bildung der Sporen der Bakterien und Pilze hat die Tem- 
peratur einen bedeutenden EinfluÜ. Dieser Einfluß int bin zv einem pewiasen 
Grade meübar, und die Größe des Einflusaea, den die Temperatur auf 
verBcbiedene Speziea ausübt, ist konstant und kann als Keunsteichen 
für die Spezies benutzt werden. Ans diesem Grunde und deshalb, weil 
die Kenntnis dieses Einflusses für die Kultur der Pilze und Bakterien 
von Wichtigkeit ist, ^ehen wir hier etwas näher auf diese Yerhalt- 



KeiniuDg der Samen und Sporen. 

Wird der Samen einer höheren Pflanze bei relativ niederer Tem- 
peratur gehalten, so keimt er nicht. Erst wenn die Temperatur eine 
gewisse Höhe (das Minimum der Keimungstemperatur) erreicht 
hat, beginnt die Keimung. Ebensowenig keimt der Samen bei einer 
relativ hohen Temperatur; er beginnt erst bei dem Temperatiir- 
maximum zu keimen. Es laßt sich also für jede Samenspezies ein 
Minimum und ein Maximum der Temperatur für die Keimung fest- 
. B. liegen die beiden Kardinalpunkte für einige Samen 



folgendermaßen : 



1,8 'J C. 28" C. 
Pinus silveatris 7—8« 34« 

Phaseolus multiflorus 9,5« 46,2« 



Solche Kardinalptmkte sind auch für einige Pilzsporen und B 
teriensporen festgelegt worden. Herzberc (1895, 8. 23) hat die bei( 
Kardinalpunkte der Temperatur für die Keimung von Ustilago Avei 
durch Beobachtung von Deckglaskulturen feütgestellt und zugleich m 
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das Optimum aus der Länge der Zeit erHcblossen , welche nach der 
Aussaat der Sporen bis zur Keimung verging: £a lag 

das Minimum zwischen 5 und 11*', 

das Optimum (Temperatur : Zeit) zwischen 22 und 30", 

da» Maximum zwischen 30 und 35**. 
WiESNEK fand fUr die Konidienkeimung von Penicillium glaucum: 

Minimum 1,5 — 2,5", 

Optimum 22 ", 

Maximum 41—43*. 
Das Nähere findet sich in der folgenden Tabelle, welche zugleich 
die noch später zu erwähnenden Zahlen für Myzelwachstum und Sporen- 
bildung gibt. 

WiERNER benutzte als Substrat frische Zitronenscheiben, die er 
mit Fließpapier abgetrocknet hatte, und Sporen, welche bei 10 — 12* 
zur Entwickelung gekommen waren, und lieQ in dicht geschlossenen 
Gläsern keimen und wachsen. Er beobachtete die Keimung, die Mjzel- 
bildung (mikroskopisch und makroskopisch) und die Konidienbildung. 



Penic 


illl 


.m glaucum 


auf 2 


itron 


enscb 


eiben. 




Z 


ii (in Tagen) 


Zeil 


lin Tagen) 


Zeit (in Tagen) 






n der Au* 


aat 




der Au 




von der Ausraat 


Temperatur 


der f^poreii 


bis 


der 


Sporen 


bJB 


bi« zum Er- 






n Killtritt 


der 




Sichtbar- 


Bcli einen der 






Keimung 




werd 


n d. MjmIh 


S])orcn 


1,5 




5,8 






— 




— 


2 




5,5 






— 






2,5 




8 






6 






8 




2,6 






4 




9 


8,5 




2,25 






3,5 




8 


4 




2 






3 




7,75 


5 




1,6 






2,9 




7 


7 




1,2 






3 




fi,25 


11 




1 






2,3 




4 


14 




0,75 






2 




3 


17 




0,75 






2 




3 


22 




0.25 






1 




1,5 


2Ö 




11,5 






0,99 




2 


32 




",7 






1,01 




2,1 


35 




1t,4 






1,5 




1.58 


38 




0,56 






2.25 




2,fi 


m 




0.7 






2,5 




3,5 


42—43 




0,3 






1,8 






Wettstein 


(Sitzb. d. W 




Akat 


, 1 88r 


, Bd. 


XCI, S. 40) fa 


für die Keimung 


der 


Koni dien 


von 


Ehnd 


myces 


Kocl 


i: 


Minimum 


2- 


4». 












Optimum 


21) 


- 40 «, 













M 

Als Beispiel für du.- 
nchiedenen Temperaturen d 
SCHREIKEH (1896, S. 432). 
Sporen für eine Nährlösuni 
1 "/o Pepton enthielt 



Verhalten der Bakterien!- poren bei ver- 

ene das Re.sultat einer Untersuchung von 
Dieser fand folgende Keimungazeiten der 
, welche 1 "/o Liebigs Fleiscl.extrakl und 
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Bacillus anthracia Bacillus subtilis Bacillus tumescens 
ur Zeit 

~ 8 Tage 

6 „ ~ 

4 Tage 



14' 


4 


4 „ 


lö» 


4 „ 


3 


20» 


24 Stunden 


26 Stunden 



45" 
47» 

BO« 



10 



Gottheil fand, daß auf Dextroseagar bei 28" die Keimung 
von Bacillus aubtilis schon nach 5—6 Stunden eintrat. Unter gleichen 
Verhftltnissen keimten die Sporen von Bacillus ruminatus, graveolens, 
cohaerens in 6 — 6 Stunden, von Bacillus tumescens, EUenbachensis, 
pumilus in 5 Stunden, Bacillus simplex iind Carotarum in 6 Stunden, 
Bacillus fusiformis in 7 — 8 Stunden, Bacillus Petaaites in 4 — B Stunden. 
Alle diese Resultate sind jedoch nur annähernde. 

Schreibeb bestimmte also die Kardinalpunkte, indem er die Zeit 
verglich, die bis zum Eintritte der Keimung bei verschiedenen Tempera- 
turen verlief. 

Wir würden eine Bestimmung dieser Art folgendermaßen vor- 
nehmen. Wir würden das Sporenmaterial eine bestimmte, beim 
Kesultate anzugebende Zeit abkochen und mit ihm ein bestimmtes 
Nfthrsubstrat (z. B. Dextroseagar), auf dem die Spezies gut w&chst, 
impfen. Das Nahrsubstrat würde sich für Aeroben in bestimmter 
Menge in Reagensgi ftsern bestimmter Größe und Weite befinden. Je 
zwei Reagensgläser würden bei bestimmter Temperatur gehalten und 
die ersten Keimungsstadien, die in den Reagensglasern aufträten, 
würden mittelst des Mikroskopes aufgesucht werden. 

Wir könnten aber auch folgendermaßen verfahren. Wir nähmen 
50 ccm einer passenden Nährlösung, beimpften sie reichlich mit Sporen- 
material, erhitzten eine passende Zeit auf 100", um die Oidien abzu- 
töten, brächten je 5 ccm von dem Gemisch in ein Reagensglas und 
stellten jedes der 10 Gläser bei einer anderen Temperatur eine gleiche 
Zeit beiseite. Hierauf bestimmten wir mittelst der Zählkammer, wie 
viele Sporen in der Vohimeneinheit gekeimt wären. Die Zahl der 
gekeimten Sporen würde als Maßstab für die Wirkung der Temperatur 
dienen. 

WachütaineintensilSt der Myzelien uod Oidien bei vei-scliiedenen 
Temperatnrea. 

Wie schon aus der Tabelle auf S. 34 hervorgeht, hat Wiesner auch 
für das Uycel wachst um von Penicillium glaiicum die Kardiualpunkte 
der Temperatur festgestellt. Er fand 2,5", 26», 42—43". Die Methode, 
nach welcher das Resultat gewonnen wurde, ist bei der Tabelle an- 
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gegeben. Herzberg (1895, 8. 23) fand für das Wachstum der Hyphen 
von Ustila^ro Ävenae folgende Kardinalpunkte: Minimum 6", Optimum 
zwischen 18 und 26", Maximum zwischen 30 und 34". Er schätzte 
für die Bestimmung den Grad der Entwickelung der auf Agargelatine 
(1 Agar, I Gelatine, 1 Pepton, 1 Fleisch ex trakt, 2 Dextrose) wachsenden 
Kolonien des Pilzes. 

Für praktische Zwecke mögen noch folgende Angaben über Kar- 
dinalpunkte nach Olsen, Siebenmavn , Raulin, Lichtkeih, Thielf:, 
COHK, Elfvinö (siehe Zopf, 1890, S. 202: Pfefft:r, 1901, S. 87) 
Platz finden; Aspergillus flavus; Opt. 36 — 38": Aspergillus fiimigatus: 
Min. 15", Opt. 38—40", Max. 60"; Aspergillus clavatus: Opt. 20—30": 
Aspergiihis snbfusims: Opt. 35^38"; AMpergillus niger: Min. 7 — 10°, 
Opt. 33—37", Max. 40—43": Aspergillus albus: Opt. 15—25": Asper- 
gillus ochraceus 15 — 25": Eurotium repens: Min, 7", Opt. 25 — 30", 
Max. 38": Eurotium herbarioruni : Min. 10", Opt. 20-25", Max. 30". 

Pur Saccharomyces cerevisiae fand Pedersen (1882) das Minimum 
der Temperatnr fflr das Wachstum zu 0", das Optimum zu 28", das 
Maximum zu 40*. 

Er versetzte Würze mit einer Kleinigkeit Hefe (Saccharomvces 
cerevisiae), schüttelte um, verteilte die infizierte Würze, welche in 
der Volumeneinheit (V-mo ^nmi) 6,4 Zellen (w"| enthielt, in 50 ccm- 
Kolben und stellte die letzteren in den Thermostaten von Pancm,- in 
verschieden erwärmte Abteilungen. 

ich 24 Stunden wurden die folgenden Zahlen (w'j von Hefezellen 



1 der Würze gefunden: 



Zahl 


Die Zahl t 

gewachsen 


14,4 


8 


30,5 


24 


77,2 


70.8 


112,6 


106,2 


40,9 


34,5 



Zeit für die 
Verdoppe- 
lung einer 
Zelle 



„ 38" 6,4 O 1 oo 

Die Wachstumsintensi täten der Bakterien bei verschiedenen Tem- 
peraturen würden sich in ähnlicher Weise festlegen lassen, wie es von 
PEt>ERSEx bei Saccharomyces cerevisiae geschehen ist. Auch würde es 
möglich sein, größere Mengen von einer bestimmten Nährlösung mit 
sehr wenig Oidien zu besehicken, eine genügende Zahl von je 100 ctm 
dieser Nährlösung bei verschiedenen konstanten Temperaturen so kiirze 
Zeit stehen zu lassen, daß noch keine Sporenbildung eintreten könnte, 
dann die Lösungen zn zentrifugieren und schheßlich den Boden- 
satz mit einer bestimmten Menge der Flüssigkeit auf einem Uhrglase 
einzudampfen und zu wiegen. Das Gewicht der Trockensubstanz der 
Nsbrflüssigkeit müßte besonders bestimmt und abgezogen werden. Exakte 
Versuche ähnlicher Art sind mir nicht bekannt. Im allgemeinen hat 
man bisher nur die drei Kardinal punkte durch makroskopische Schätzung 
der EntwickelmigsgröiJe der bei verschiedenen Temperaturen gewachsenen 
Kolonien bestimmt. 

Im allgemeinen ist ülier die Lage der Kardinalpunkte zuerst zu 
bemerken, daß es so scheint, als lägen die Minima für viele Spaltpilze 
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noch etwas unter 0". Forster (1887) und Fischer (1888) fanden 
Bakterieo (FlsCBEE nur ein Pilzmyzel), deren Kolonien bei 0** noch 
relativ ^t wuchsen, aber auch bei Zimmertemperatur forthamen. in 
Milch, Gartenerde, Eanalwasser n. a. w. Micrococcus prndigioauH und 
Bacillus violaceus wachsen bei 7* C. üppig (Havemann, 1894) auf 
Nahrgelaline. 

EuUERiCH und Weibel (1894) fanden als Erreger einer Forellen- 
seuche einen Spaltpilz, dessen Optimum sie auf ungefähr 10—15" 
schätzten. Bei denjenigen pathogenen Bakterien, welche Warmblüter 
bewohnen, liegt das Optimum höher. Fur den Tuberkelbazillus sind 
die Kardinalpunkte ungefähr: Min. 30«, Opt. 38*, Max. 41«. Der 
Tj'phusbazillua wächst bei 7* nicht mehr, ebensowenig Bacillus cho- 
lerae asiaticae, Streptococcus erj-sipelatis ; Bacillus anthracis, Staphylo- 
coccus pyog. citreus, albus, aureus wachsen dagegen noch bei dieser 
Temperatur (Havemann, 18W4) auf Kährgelatine. 

Für Bacillus acidi lactici fand FlCgge (1894, 8. SW) das Opti- 
mum 27", das Maximum 40**. 

Für die Oidien seiner in Doppelbier wachsenden Essigbakterien 
fand Hansen (1891—94, S. 198) folgendes: 

Minimum Optimum Maximum 

B. aceti 4-5" 34" 42" 

B. Pasteurianum ' 5—6" 34" 42 • 

B. KUtzingianom 6—7" 34" 42'» 

Der peptoniaierende Bacillus Nr. II von Flügge (1894, S. 301) 
zeigte nach Schätzung folgende Kardinalpunkte; 

Minimum (Mittl. Wachstum) Optimum (Mittl. Wacbsum) Maximum 
22" 28" 40" 60" 80» 

Van Tieghem (1881) kultivierte in einer neutralen Bohnenab- 
kochung einen Mikrokokkus und einen sporenbildenden Bazillus bei 74", 
der ersli bei 77" abstarb. Wenig früher hatte Miquel eine ahnliche 
Beobachtung gemacht. Globig (1888) ließ bei Temperaturen von 66 
bis 70" Kartoffelscbeiben, die er mit Gartenerde bestäubt hatte, stehen 
und fand, daß sich darauf Bakterien entwickelten. Bei 70" wuchsen 
nur noch wenige Kolonien, bei 68" wenige Arten, bei 66 — 58" zahl- 
reiche Arten. Fast alle wuchsen schon bei 40" nicht mehr, ■ Eine 
Spezies gedieh noch zwischen 16 und 68", eine andere zwischen 37 
und 62". Rabinowitsch fing in gleicher Weise im Thermostaten von 
62—63" Batterien auf Kartoffelscheiben, die durch Erde, Milch, Exkre- 
mente, Spreewasser etc. infiziert wurden. Für seine Bakterien 1, 2, 3 
lagen nach Schätzung die Kardin alpunkte ungef&hr folgendermaßen: 
Minimum Optimum Maximum 

42 — 64" 62,5" 75". 

Die KardlDalpankte fSr die Sporenbildang. 

Die Kai dinalpunkte für die Konidienbildung von Eurotium repens 
hat Klebs (1896) annähernd festgestellt. Er ging von Konidien aus, 
die bei 28 — 29" gewachsen waren, heß Kulturen auf Brot oder kon- 
zentriertem Moste (20proz.) wachsen und bestimmte die Zeit, welche bei 
verschiedenen Temperaturen bis zur Konidienbildung verlief. Er erhielt 
folgende Resultat«: 
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nur schwaches Myzelium nach 14 Tagen 

es erscheinen KonidientrÄger nach 10—12 Tagen 



-30» 



20- 



35- 



-40 Stunden 
-3 Tagen 



37 — 38* nur kümmerliches Myzel. 

Hansen untersuchte den Einfluß der Temperatur auf die Asko- 
sporenbildung verschiedener Hefearten. Die Hefe wurde 24 Stunden 
bei 26 — 27* C. in Würze kultiviert, dann wurde etwas von der Kultur 
auf Gipsblöcke gebracht, und diese wurden in einen Thermostaten 
gestellt. Es wurde geprüft, wann die Sporenbildung begann: 
Saccharomyces cerevisiae I 
37,5* keine Entwickelung der Sporen 
36 — 37* erste Sporenanfange nach 29 Stunden 
n 25 „ 

n 23 „ 



11—12* „ 

9* keine Sporen. 



10 Tagen 
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Pur andere Spezies fanden Hansen und Nielsen {1891—1894} 
die folgenden Kardinalpunkte: 

Minimum 

S. Pastorianus I 31,5 

S. Pastorianus III 29 

S. ellipsoideus I 32,5 

S. anomalus Hansen 34 

8. Ludwigii Hansen 34 

Zur Bestimmung des Einflusses der Temperatur auf die Sporen- 
bildung der Bakterien kann man in folgender Weise verfahren. 

1. Man wählt ein bestimmtes, günstiges, flüssiges Nfthrsubstrat, 
impft 600 ccm desselben mit abgekochtem Sporenmateriale der zu 
untersuchenden Spezies und bestimmt die Zahl der reifen Sporen in 
der Volumeneinheit. Je 50 ccm der Mischung stellt man in den Be- 
dürfnissen des Spaltpilzes angepaßten Oefäfien bei einer bestimmten 
Temperatur beiseite, alle 10 Portionen bei verschiedener Temperatur. 
Nach passender Zeit untersucht man, unter Anwendung von Methylen- 
blau als Farbemittel für unfertige Sporen oder von Chloralhydrat zur 
Erkennung der reifen Sporen, die durch Zusatz von etwas Säure oder 
Aetzkali getöteten Kulturen gleichzeitig auf die Zahl der reifen Sporen 
in der Yolumeneinheit und bemißt danach den Orad der Einwirkung 
der Temperatur. 

2. Man impft etwa 100 ccm der Nährlösung mit jungen Oidien, 
gießt je 10 ccm in ein B^agensglas und stellt jedes der 10 GUser bei 
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einer anderen Temperatur beiaeite. Man stellt die Zeit fest, welche 
bis zum Erscheinen der ersten Sporenanlagen verläuft. 

Schreiber (1896) bestimmte für 3 Spaltpilze, welche in einer 
Nährlösung aus 1 g Tleischextrakt, 1 g Pepton, 100 g Wasser wuchsen, 
die Kardinalpunkte, wie es aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist: 

Bacillus authracis Bacillus subtilis Bacillus tiimeacens 

Temperatur Zeit der Sporenbildung 

8* — — — 

10* — 14 Tage 



96 Stunden 



25» 
30" 



14 
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14 


Tage 


12 




8- 


10 „ 
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96 


Stunden 


90 


Stunden 


80 
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72 




55 


„ 


48 


„ 


45 


„ 


45 


„ 


36- 


-40 „ 


40 


„ 



47* — 36 „ — 

50* — — — 

GoTTHEiL (1901) fand folgende Zeiten für den Beginn und Ver- 
lauf der Sporenbildung auf Dextroseagar in den von uns benutzten 
ReagensglSsem. Dabei ist zu bemerken, daß die Sporenbildung auf 
dem trockenen Teile der schrägen Agarflache zuerst beginnt und nach 
unten zu langsamer stattfindet. Die Zeiten sind auch nur oberflächlich 
festgestellt. 

Bacillus rnminatus 20 — 40 Stunden, tumescene 36 — 40, Petasites 
24—36, Ellenbachensis 80, subtilis 72—96, pumilia 96—168, simplex 
72, cohaerens 72 — 96, Carotamm 144 — 168. Ob Bac. tumescens von 
Schreibeb mit Bac. tumescens A. M. et GOTTHEIL identisch ist, weiß 
ich nicht. Bac. subtilis braucht nach Schreiber in der Nährlösung 
bei 25* 84, bei 30* 62, bei 28* danach ungefähr 70 Stunden, auf 
Agar, nach Gottheil, 72 — 96 Stunden, was eine für diagnostische 
Zwecke event. genügende Uehereinstimmung ist- 

Allgemeines aber den Einflaas der Temperatar anf die Bakterten. 

Fassen wir noch einige allgemeine Resultat« der Untersuchungen 
über den Einfluß der Temperatur auf die in Bede stehenden Lebens- 
erscheinungen ins Auge. 

£a ist nicht unwahrscheinlich, daß es Algen gibt, welche unter 
0*C. und solche, welche über -|- 80* C. zu wachsen vermögen. Für 
einige Bakterien ist gutes Wachstum noch bei 0* möglich und ist die 
Möglichkeit des Wachstums bei 75* sicher festgestellt. Für die Bak- 
terien betragt also das Temperaturintervall, innerhalb welchem Wachs- 
tum der Bakterien möglich ist, mindestens 75*. Das Temperaturinter- 
vallfUr das Wachstum einer Spezies aber betragt höchstens 45*, so 
für einen schlanken Bazillus, den Globig (1888) untersuchte. Gewöhn- 
lich liegt das Temperaturoptimum dem Maximiun näher als dem Mini- 
mum (jedoch Bac. subtilis 6 ■ 24 • 50). Die Kardinalpunkte der Tem- 
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peratur üind für Sporenkeimung, Hj'zel Wachstum und Sporenbildun^ 
einer Spezies nicht gleich. So z. B. waren die Kardinalpunkte 

für die Keimung von Ustilago Avenae 5—11" 22— 30» 30—50" 

für das Wachstum 6» 18-25" 30-34« 

für daa Wachsen von Saccharomyces 

cerevisiae etwas unter 4" 28» 38» 

für die Sporenbildung von Saccharo- 
myces oerevisiae 9" 30* 37,6". 

Meint liegen sich aber doch die Optima einander nahe, ho daS man 
für die Praxis der Kultur mit einer Jlitteltemperalur auskommt, welche 
zwischen den verschiedenen Optima Hegt. 

Betrachten wir ferner den Eiofluti, den verschiedene Momente auf 
die Lage der Kardinal punkte ausüben. Für alle diese Kardinalpunkte 
der Temperatur ist festzuhalten, daß sie nur fdr diejenigen Ver- 
hältnisse absolute Geltung haben, bei denen sie festgestellt 
wurden, da sie von vielen Momenten merklich abhängig sind, welche 
die Thätigkeit der Protoplasten im allgemeinen beeinflussen. Für Bak- 
terien sind bisher diese Einflüsse nicht genau untersucht. In erster 
Linie ist die Zusammensetzung des Nährbodens zu beachten. 

Thiele (1896) kultivierte Penicillium glaucum und Aspergillus 
niger in Kochflaschen von 150 ccm Inhalt, die mit 25 ccm auf Lack- 
mus neutral reagierender Nährtösiing gefüllt und mit sterilem Warte- 
pfropfen verschlossen waren. Als Nährlösung diente eine stickstoff- 
haltige, anorganische Nährlösung, die mit Glyzerin oder Traubenzucker 
oder ameisensaurem Natrium versetzt war. Es wurden hauptsächlich 
die Maxima für eine erste ins Auge fallende Ent Wickelung und die 
Erreichung einer zusammenhängenden Myzeldecke (Deckenbildungt ins 
Auge gefaßt. 

Wie aus der nachfolgenden Tabelle hervorgeht, wird das Tem- 
perst urmaximum für Penicillium auf Glyzerin um 5" C. und auf Ameisen- 
säure um 4* C. gegenüber Dextrose erhöht. Dazu mag aber noch be- 
merkt werden, daß Dextrose auch in höherer Temperatur als bestes 
Nährmedium unter den dreien anzusehen ist , obgleich die Keimung 
auf Glyzerin und Ameisensäure bei Temperaturen erfolgt, bei denen 
sich bei Dextrose keine Entwickelung mehr feststellen läßt. 
Entwickelung von Penicillium glaucum auf Nährlösung mit 
verschiedenen Kohlenstoff quellen. 

Dextrose 4 %, Glyzerin 2 "/'o, ameisensaures Natrium 0,5 "„ H"/^ 
Dextrose isotonisch mit 2 "/o Glycerin). Durch die Zahlen werden die 
Tage angezeigt, die bis zu dem bezeichneten Punkte verstrichen. E = 
Entwickelung beginnt, D :^ Decken bil düng beginnt, Sb ^ Substrat ist 
bedeckt, G = Grösse der Decke. 

Dextrose Glyzerin Ameisensäure 

mp. »C. E D Sb G E D Sb G E D Sb O 

19 34 Ü — 45 7— 5 711 — 
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Dabei iet aber auch die Eonzentration der Nilhrlüeun^en zu be- 
achten, denn dieae hat ebenfalls auf die Lage der Kardinal punkte Ein- 
ftnß. Als Thiele die Konzentration der DextroHelCsun^ erheblich 
steigerte, verschob aich das Temperaturmaximum um 4** C. nach oben. 

Entwickelung von Penicillium glaucum auf verschieden 
konzentrierter Traubenzucker lütt ung. 
(Die Prozente geben das Gewichtsvolumen an; durch die Zahlen 
werden die Tage angezeigt, die bis zu der bezeichneten Entwickelun^ 

verstrichen.) 



Entwickelung Deckenbildung 

beginnt beginnt 



Substrat ist bedeckt 
öO»/a 4°/, SO"/, SO",'« 4°;. 30','„ 507„ 



31 4 5 7 — 8 10 — 14 17 

38 - - (} 8 - 9 1 2 - 17 K) 21 ^ 



Bei Penicillium und Aspergillus übte die Reaktion des Nähr- 
<4ubstrates nur einen geringen Einfluß auf die Lage des Maximums aus. 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, liegt das Optimum ftlr die erste 
Entwickelung (ungefähr für die Keimung) auf 4 "/^ Dextrose bei 25", 
aaf 2 "/a Glyzerin bei 27", auf öO"/,) Dextrose bei 25", und es ent- 
wickeln eich bei 29" die Sporen in 4 */o Dextrose nach 3 Tagen, in 
2 "/o Glyzerin nach 4 Tagen, in 50 "/(, Dextrose nach 4 Tagen. Aehn- 
liche Unterschiede fand Klkbh (1896) für die Bildung der Konidien- 
träger von Eurotium repens. Sie erschienen auf Brot und auf Most 
von 20 7„ nach 20— 40 Stunden, auf solchen von 40 % nach 48 Stunden, 
von 80 "/(, nach 72 Stunden, von 1 0*) "/„ nach 6 Tagen, auf Glyzerin 
von 1 */|) nach 1 Tage, von 50 "Jq nach 8 Tagen. . 

Die SauerHtoffmenge, welche zu Pilzen und Bakterien Zutritt 
hat, besitzt Einfluß auf die Lage der Eardinalpunkte. Bei der Be- 
ut immun g der Lage der Kardinal punkte der Temperatur für die 
Sporenbildung bei Bakterien ist auch darauf zu achten, daß die Hauer- 
Htoffzufuhr bei Aeroben (Bac. subtilis) von Bedeutung für die Schnellig- 
keit der Sporenbildung ist. Für gewisse fakultativ anaerobe Bakterien- 
spezies fiel das Minimum des Wachstums bei Fehlen von Sauerstoff 
auf 34—44* C, bei Sauerstoffeutuhr auf bO" C. 

Auch das Licht ist in manchen Fällen von Einfluß auf die Lage 
der Kardinal punkte der Temperatur (Bbefelü, Bot. Unters, über 
Schimmelpilze 1877, III, S. 93; GrXntz, Einfl. des Lichtes auf die 
Entwickelung einiger Pilze, Dissertation, Leipzig 1898, S. 29). 

Von Bedeutung fdr die Lage der Kardinal punkte der Temperatur 
kann femer auch der Wechsel der Intensität einzelner Einflllsse 
sein. So z. B. fand Schreiber (189fi, S. 374), daß plötzliche Ent- 
ziehung der Nährstoffe nach guter Ernährung die Sporenbildung bei 
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Bacillus anthraciä, subtilis uad tumescens, für die gleiche Temperatur, 
beschleunigten. Wenn nach 24 ständigem Wachstum die Flocken 
oder Hftuto der drei Bakterien in kleine Schälchen gebracht wurden, 
die mit 2proz. Kochsalzlösung gefüllt waren, so trat für Milzbrand 
eine Beschleunigung der Bporenbildung um 20 Stunden, für Bacillus 
subtilis und tumescen« eine solche um 1 6 Stunden ein. 

Auf die Keimung von Samen und von Pilzaporen wirken Tem- 
peraturscbwanitungen beschleunigend ein (Pedersen, Arb. d. Bot. 
Inst. Bu Würzburg, 1874; v. Liebexbebo, Bot, Centralbl. 1884; Pam- 
MEB, österr. -Ungar. Zeitschr. f. Zuckerindustrie u. Landw., 1892 ; 
Schindler, Die Lehre vom Pflanzenbau, Wien, C. Pkomme, 1896, allg- 
Teil, S. 79). 

Von nicht zu unterschätzender Bedeutung auf die Lage der Kar- 
dinalpunkte ist in manchen Fallen auch eine Vorbehandlung der 
betreffenden Objekte. So z. B. keimen Bakteriensporen relativ lang- 
sam, wenn sie vorher einige Zeit auf eine relativ hohe Temperatur 
erwRrmt wurden (Ellis). Erikson (1895) fand, daß die Sporen von 
Aecidium Berberidis, Peridennium Strobi etc. nach einer 1 — 2tägigen 
Abkühlung auf — 7" besser als ohne diese Behandlung keimten. 

Zuletzt müssen wir hervorheben, daß die Lage der Kardin alpunkte 
einer Bakterienapeziea auch durch Gewöhnung an höhere oder niedere 
Temperaturen verändert werden kann. DlEUDONNß (1894, S. 494) fand 
folgendes: Bacillus fluorescens, welcher bei 22" Farbstoff (daneben 
dann stets auch Trimethylamin) bildet, wurde zu Versuchen benutzt, 
welche zeigen, daß bei sehr langsamer Steigerung der Temperatur und 
je 248tündiger Umimpfung der Kultur die Temperaturgrade, bei welchen 
die Species „gut" wächst, innerhalb ungefähr 2'/j Monaten über das 
normaJe Wachstumamaximum hinaus erhöht werden können. 

Die Versuche verliefen folgendermaßen; 

u-..,i;...i..,.r,i.... :.,. <»(.„. Opii- Gutes Wachstum Gutes Wachstum Maximum 
Kardinalpunkle im Anfang J"^^ ^^^^^ p^^^^^^ ^^^^ p^^^^^j ungefähr 
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Dabei trat bis zur Temperatur 41,5" die Pigmentbildung stets 
wieder ein, wenn eine Abimpfung bei 22* kultiviert wurde. Aehnlich 
verhielt sich Bacillus lactia erythrogenes. Weniger günstig gestalteten 
sich die Resultate bei Bacillus fluoreacena, erythrogenes, Micrococcus 
prodigiosiis. In ähnlicher Weise steigerte TsiKLlNSET (Annal. d. l'Inst. 
PAaTELK 1899, Bd. XUI, 8. 793) das Maximum von Bacillus subtilis 
im Laufe von 30 Umimpfungen von 60-58". 

Es ist sehr leicht möglich, daß es aicb bei diesen Veranchen, bei 
denen übrigens die Schätzungen nur wenig genau waren, um Auslese 
von Varietäten der Spezies handelt, welche etwas abweichende Kar- 
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dinalpunkte besitzen, nicht eigentlich um eine Angewöhnung. Unter 
allen Umstanden muü der Grad der Variationsfahigkeit oder Gewöhnungs- 
fahigkeit für jede Spezies eine annähernd konstante Gröl^ und fest- 
stellbar Bein. 

£inige praktische Regeln. 

Für dieses Praktikum, welches vorzüglich lehren soll, wie man 
Bakterien Spezies fangt, wie man die Bakterienspezies kultiviert, be- 
schreibt und bestimmt, lassen sich aus den besprochenen Thatsachen 
folgende Regeln ableiten: 

Das Fangen der Spezies. Wenn man ein Nafarsubstrat mit 
einem Stoffe, welcher verschiedene Spezies enthalt, z. B. mit Erde, 
infiziert, so werden je nach der Temperatur, bei welcher man das 
Nahrsubstrat halt, verschiedene Spezies wachsen. Will man möglichst 
alle Spezies, welche ein solcher Stoff enthalt, fangen, so muil man 
deshalb verschiedene Portionen des mit ihm geimpften Substrates (oder 
besser verschiedene Substrate) konstanten Temperaturen von ungefähr 
O, 12, 28, 38, 50" aussetzen. Will man die Spezies durch Temperatur- 
einflüsse gleich von vornherein möglichst isolieren, so kann man drei 
Portionen ein und desselben Nahrsubstrat es (z. B. Nahragar) bei 0", 
28" und 55* halten. 

Die Kultur der Spezies. Die Kultur einer bestimmten Spezies 
gelingt nur gut, wenn man die Spezies bei der optimalen Temperatur 
erzieht. Es ist also zweckmafiig, die optimale Temperatur für die zu 
kultivierende Spezies annähernd zu bestimmen. Eine geringe Anpassung 
an Temperaturen, die über oder unter dem normalen Optimum liegen, 
ist möglich. 

Die Definition der Spezies. Für die Definition der Spezies 
können die Kardinal punkte der Temperatur für Sporenkeimung, Mycel 
{Oidien)-Wachstum und Sporenbildung mit benutzt werden. Es ist zu 
beachten, daS die Kardinal pujikte für diesen Zweck bei Verhaltnissen 
festgestellt werden müssen, die jederzeit wieder hergestellt werden 
können, wenn die Spezies bestimmt werden soll. Bestimmte konstanto 
Temperatur, in ihrer Zusammensetzung bestimmte und kontrollierbare 
Nahrsubstrat e, genau in Form und Größe bestimmte KulturgefäSe (be- 
stimmte Sauerstoff zu fuhr), event. bestimmte Nahrstoffmengen sind zuerst 
zu geben und bei Angabe der Kardinalpunkte zu notieren. 



Kapitel IV. 
Der Brutachrank oder der Thermostat 

Bei der Ausführung von Kulturen, bei der Bestimmung der 
Kardinalpunkte, bei der Bestimmung der Bakterienspezies u. s. w. sind 
Apparate kaum zu entbehren, welche gestatten, die Kulturen <ler Pilze 
und Bakterien lange Zeit konstanten Temperaturen auszusetzen. Von 
diesen Apparaten, die man Thermostaten nennt, handelt das folgende 
Kapitel. 

Am meisten wird der sogleich genauer zu beschreibende Thermo- 
stat, welcher für Temperaturen zwischen 26 bis 70" \'erwendung finden 
kann, gebraucht. Da wir in diesem Praktikum nur Bakterien 
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untersuchen wenien, deren Wachstumsoptimum ungefähr bei 
2H" liegt, so stellen wir den Thermostaten auf 2H' C. ein, 

Thermostaten für konstante Temperaturen von 1(1" und weniger 
liefert Rohrheck {Katalog t>3. 1!K)0, S. IT.'», Nr. 10i:1| für 14ö Mk. 
oder LÄUtenschläger (Katalog (iO, S. t»2, No. lUi u. 117), 

Für die Festlegung der Kardinalpunhte der Temperatur tör PiJze 
und Bakterien würde man sich vorteilhaft des Panum'schen Thermo- 
staten bedienen (Klöcker ItKXI, S. 33 und Meddelelser fra Carls- 
berg Laboratoriet 18H">, p. 2l>). 

Ungelähr für je drei Praktikanten braucht man einen Brutschrank, 
dessen Arbeitsraum 40 cm hoch, '2yt cm breit und 25 cm tief ist, und stellt 
besser zwei solcher Apparate als einen gröUeren auf, da zwei kleine Apparate 
nicht so oft geöffnet werden müssen als ein großer, wenn mehrere 
Praktikanten damit arbeiten, und weil man eventuell die beiden Thermo- 
staten einmal auf verschiedene Temperaturen einstellen kann. Afan 
schafft am besten vollständig aus Kupfer gearbeitete Apparate an, da 
diese am dauerhaftesten sind. Ich benutze das Modell Nr. iK) der 
Preisliste liX)2, Abt. II von Paul Altmann mit Thermoregulator. zwei 
feinen Thermometern und einer Sicherheitslampe (Preis ungefähr 
200 Mk.). 

Zu dem vollständigen Thermostaten gehört also 1. der Thenno- 
regidator, 2. die Sicherheitslampe, Ü, der eigentliche Schrank. 

a. Der Thermor^ulator. 
Man verwendet am besten einen Dampftensionsregulator nach 
Lothar Meyer's Prinzip. 

Gut ist <ler Dampftensionsregulator mit 
Zweigleitung, den Altmann (Verzeichnis Teil II, 
1902, Nr. «D liefert. Der Regulator (Fig. 12^) 
wird in eine Metallhülse eingesetzt (Fig. V2 B), 
welche oben durchlöchert ist, so daß Wasser 
in sie eindringen kann, und welche doch im 
unteren Teil das Quecksilber des Regulators 
auffangt, wenn das (Jlasgefaü des Regulators 
zerbricht. 

Das Gefäß dieses Regulators wird för 
Temperaturen bis zu 40" C. mit Aether und 
Quecksilber, für Temperaturen von 4()'* bis 
70" mit Aether -f Alkohol (eventuell reinem 
Alkohol) und Quecksilber, für höhere Tempe- 
raturen mit Luft und Quecksilber gefüllt. Es 
muß deshalb bei der Bestellung angegeben 
werden, für welche Temperatur der Regutator 
ungefähr bestimmt ist. Die leicht verdampfende 
Flüssigkeit liegt über dem Quecksilber und 
bringt durch die Spannkraft ihres Dampfes 
das Quecksilber in der engeren Röhre um 
so mehr zum Steigen, je m«lir die Temperatur 
anwächst. So schließt dann bei steigender 
Temperatur das Quecksilber die mit einem 
»eitlichen Schlitze versehene Eisenröhre (c. Fig. 
12) mehr und mehr, welche der graduierten Messingröhre (^) dicht ange- 
schlo.ssen ist. Durch letztere strömt das Gas ein , um durch die 




Fiti. 12. A. Thermo- 
legiilHtor. B. Hülxe dazu. 
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untere Röhre (ö) auszutreten und von da aus nach der Heiztianiine 
zu gelangen. Steigt das Quecksilber, so wird also schliebltch die 
Flamme mehr und mehr verkleinert. Sie wünle zuletzt verlösclien, 
wenn nicht eine kleine Nebenleitung an- 
gebracht wäre, durch welche ein wenig 
das direkt von der Zuleitung des Gases 
(a) nach der Flamme (durch ö) gelangen 
könnte. Da es wichtig ist, daB die Flamme, 
welche durch diese Nebenleitung unter- 
halten wird (die Notflamme) nicht an 
sich den Thermostaten über die ge- 
wünschte Temperatur erwärmt, also niclit 
zu groB wird, so ist ein Hahn [c) in 
der Nebenleitung angebracht, mittelst 
dessen man die Nottlamme tents])rechend 
dem Gasdrucke) so klein wie möghch 
stellen kann. 

Dieser Regulator ist etwas vom 
Luttdrucke abhängig. Steigt das Baro- 
meter um ä.7 mm, so steigt auch die 
Temperatur des Brutschrankes, welcher 
durch diesen Regulator auf konstanter 
Temperatur erhalten werden soll, um 
(1.1 " C. 

Ist dieser Thermoregulator in die 
Hülse und diese in das Wasser des 
Brutschrankes eingesenkt, so stellt man 
den Thermoregulator in folgenrler Weise 
auf die bestimmte Temperatur ein. 

Man erhitzt zuerst den Brutschrank 
auf die gewünschte Temperatur- Hierauf 
schiebt man das Rohr ^ so tief, dass die 
NotHamme gerade so weit wie möglich 
verkleinert wird. Dabei ist zu beachten, 
daß das Quecksilber in einer für die 
Temperatur annähernd passenden Menge 
eingefüllt und die verdampfende Flüssig- 
keit richtig gewählt sein nniB. Hierauf 
stellt man die NotHamme mittelst des 
Hahnes c möglichst klein und wartet 
den Effekt ab. Hält sich die Temperatur 
noch nicht genau auf der gewünschten 
Höhe, so reguliert man durch geringes 
Ausziehen oder Einschieben des Rohres 
!• nochmals nach und stellt das Rohr 
schlieUlich, wenn die Temi)eratur die 
richtige Höhe behält, durch den Ring r fest. 

Ich verwende jetzt ausschließlich ein verbessertos Modell des zu- 
letzt beschriebenen Regulators, welches von Altmann auf meine A'er- 
anlassung hergestellt woriien ist. Es hat dieser ..Sichcrheitsregulator" 
(Fig. 13) den \'orzug, völlig feuersicher zu sein. Es sind an ihm 
gegenüber dorn vorher beschriebenen Modolle folgende Aenderungen 
angebracht worden. Die Rohrstücke a und ö sind dazu eingerichtet. 



Fig. 13. SicherheitflreKutnlor. 
« Miitt«Tn, e Eisenrohr, a EiMtritt 
de« üases, s n. s' AustritUüffnung 
den Gase« mit Schlitz, * Austritt 
den Gases nai-h dnr Sicherheiis- 
lumpe. a Eintritt de» Gaues In die 
Nebenlcitnng, ß Austritt de« Gases 
nua der Nec«iil('ilun)[, 7- Ginsrohr 
mit einem angoi'rhniolzeneD Bohre 
t". d Raum zur Aufnahme von 
<tuecl[»ilber und A etil er, / Eiwen- 
rohr, m Messingrohr, welches ülier 
das Stück filicrtresch raubt ist 
und mittelst de» Leders / ga-tdichl 
verbunden wird. 
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an die Bleirohre angelötet zu wenlen. Ein Bleirohr wird an den Gas- 
bahn gelötet und an «las Rohrstflck a, das andere an h und an ein 
Rohrstückchen der von Altmann zugleich anschraubbar lieferbaren 
Sicherheitslampe (Fig. 15). Die Nebenleitung fär die kleine Menge 
fias. welche das Verlöschen der Flamme verhüten soll, geht von a ab 
und ist ganz aus Metall, lieber das (lasrohr v ist ein Messingrohr 
geschraubt, in welchem ein unten geschlossenes dünnes Eisenrohr steckt. 
Dieses Rohr würde beim Zerbrechen des (llasrohres v das Ausströmen 
des Gases verhindern und das Quecksilber würde im Eisenrohre liegen 
bleiben. Bei Benutzung des Apparates füllt man in das Rohr m so 
viel Olivenöl, daß das Rohr nach dem Ein- 
setzen des Glasrohres zur Hälfte oder etwas 
mehr gefüllt ist. dann stellt man den Apparat 
in den Thermostaten, ohne dass das Messing- 
rohr an das obere, mit dem Kohr b ver- 
bundene Messingrohr angeschraubt ist und 
erst, wenn die Temperatur auf die gewünschte 
Höhe {->%" z. B.) gestiegen ist, schraubt man 
das Rohr fest an. 

Für sehr kleine Apparate, z. B. Mikros- 
kopwärmschränke. wendet man besser den 
REiCHERT'schen Thermoregulator an, den icli 
hier schliesslich noch kurz beschreiben will. 
Das in Fig. 14 abgebildete Modell ist 
das vorteilhafteste. Der Apparat ist mit Queck- 
silber gefüllt. Durch die Schraube s kann 
das Quecksilber etwas emporgehoben oder 
gesenkt werden. Bei a strömt das Gas ein, 
bei b aus. Bei g wird das Einströniungsröhr- 
chen durch das Quecksilber eventuell abge- 
schlossen. // ist der Hahn zur Notflaninie. 
Diese Notilamme stellt man nach Empor- 
schrauben des Quecksilbers bis zum Schlüsse 
des EinströmungsrClirchens zuerst so klein, daß sie, bei höchster Temperatur 
desden zu erwärmenden Gegenstand umgehenden Raumes, den zu erwärmen- 
den Gegenstand nicht höher als zur ge- 
''fflL wünschten Temperatur zu erhitzen ver- 

I ■ ma»;. Hierauf bringtman den Gegen-stand. 

II in welchem der Thermoregulator steckt. 
1 1 auf die gewünschte Temperatur und 

^^^ aV I dreht dann die Schraube s so lange, 

IUI il^|iW^B|gii§tjl — , bis das Quecksilber das Einströmungs- 

c' 'i*" "w^^^^t röhrclien abschlieHt. 

Bildet sich nach längerer Zeit auf 
der Quecksilberobertläche ein schwarzer 
Köri)er, so muH dieser mit etwas Watte 
entfernt werden, da sonst der Apparat 
unrefjelmäßig arbeitet 

b. Der Sicherheitsbrenner. 

Da CS beim Einfrieren der (ias- 
leifung, beim Sinken des Gasdruckes 
etc. leicht eintreten kann, daß die Heb.- 



Kig. 15. Sichrrbeiisbrenner. 
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flamme des Thermostaten erlischt, und daß dann sjtäter wieder ein ge- 
fährliches Ansströmen des (Jases aus dem unbewachten Brenner statt- 
findet, so ist es zweckmäßig, zur Heizung des Brutschrankes einen 
Sicherheitsbrenner zu benutzen. 

Dieser Brenner (Fig. lö) erwärmt einen Metallbügel (a\ welcher, 
er warm ist, den Hebel (ic), welcher am Hahn [c] der Lampe 
befestigt ist, unterstQtzt und in wagrechter I,age den Hahn dadurch 
zugleich in offener Stellung erhält Kühlt sich der Bügel beim Ver- 
löschen der Flamme ab, so zieht sich der den Hebel tragende Arm 
infolge Zusammenziehens des Bügels (n) zurück, der Hahnhebel (6 c) 
gleitet ab, fäUt senkrecht hinab, dreht dadurch den Hahn (c) um und 
schließt so die Oaszufuhr ab. Verlischt also die Flamme, so wird die 
Gaszufuhr abgeschnitten. 

c. Der Brutschrank. 
Will man den Brutschrank In ßang setzen, so versichert man 
sich zuerst, daß das Kaiitschukrnhr., welches das Wasserstandsrohr 



Fig. 1]. TbermostiLt. 

DigHizedbyGoOgle 



— 4K — 

dichtet, in Ordnung ist Hierauf füllt man den Außenraum mit Wasser, 
welches um ungefälir 5" höher erwäniit ist als die gewünschte Tem- 
peratur des Brutschrankes, Diese soll für unsere Arbeiten stets 
28* betragen. Man wartet dann, bis das Thermometer des Brut- 
raumes annähernd konstant auf der gewünschten Temperatur steht, 
eventuell wärmt man durch die Brenner etwas nach. Hierauf stellt man 
üen Thernioregulator ein. 

Der Brutschrank ist mit einer Glastür versehen, durch welche 
man die Kulturen beobachten kann, ohne den Brutraum zu öffnen. 
Man mache es sich zur Regel, den Schrank nur dann zu öffnen, wenn 
es absolut nötig ist und ihn sofort wieder zu schließen, damit die 
Kulturen nicht unnütz abgekühlt werden. Zur Lüftung des Brut- 
schrankes sind durch KapjKJn verschliefJbare Lüftungsöffnungen ange- 
bracht. Die Kappen fettet man mit VaseUne gut ein und schliellt (lie 
Oeffnungen ungefähr lialb. Will man das N'erdampfen der Knltur- 
flüssigkeit, bei geöffneten Kappen herabdrücken, so stellt man eine 
Krystallisierschale mit Wasser unten in den Brutschrank. 

Für Arbeiten mit wenigen kleinen Kuhuren, bei denen die Tein- 
peratureinstellung oft gewechselt werden niuss, und bei denen es auf 
sehr genaues Einhalten der Temperatur ankommt, eignet sich der 
Thermostat nach Oswald-Pfeffer, den Pfeffer (Zeitschrift f. wissen- 
schaftliche Mikroskopie und für mikroskopische Technik ISMO, Bd. \'II. 
S. 4.'J3— 44!t| beschreibt und den z. B. Rolirbeck im Kataloge (»3 unter 
Nr. 1037 anbietet. Ich habe ihn von Mechanikus Petzold in Leipzig, 
Bayerische Straße Nr. 13, bezogen. 



Kapitel V. 
Die Ägarstrichkultur, die PIntinöse und die Platiunadel. 

Wir gehen nun dazu über, uns zwei Agarstrichkulturen mit aii- 
gekochten Sporen von Bacillus asterosi)orus und mit Siioren von Bacillus 
tumescens herzustelien- 

Die Spezies Bacillus a.sterosporus und tumescens können von 
Kral (Bakteriologisches Laboratorium. Prag L Kleiner Ring II) be- 
zogen oder auch in der später zu lehrenden Weise auf Möhren ge- 
fangen werden. Sie sind sehr verbreitet in der Erde und im frischen 
Pferdenliste. 

Die Agarstrichkulturen werden in der W'eise hergestellt, daß man 
die schräge Agarfläche eines Agarröhrchens mit der in das Sporen- 
material eingetauchten Platinöse sanft in einem Striche von unten nacli 
oben zu überfährt, ohne in das Kondenswasser einzutauchen. Will 
man die Kultur für diagnostische Zwecke, also zur Bestimmung der 
Spezies benutzen, so mulj man stets gleich weite und gleich hohe 
Reagensgläscr (L"> cm Höhe, 13 mm Durchmesser), die gleich hoch mit 
Agar angefüllt sind und stets gleich bereiteten Agar von gleicher Reak- 
tion und ungefUhr gleichem Alter benutzen. Die Röhrchen dürfen nicht 
zu lange aufbewahrt sein, so daß eine normale Menge Kondenswasser 
vorhanden ist. Die Temperatur, bei welcher die Entwickelung der 
Kolonie stattfindet, ist konstant zu halten und ist genau anzugeben. 
L'nter Umständen kann es vorteilhaft sein, <lie Kolonien bei zwei ver- 
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schiedenen Temperaturen wachsen zu lassen und den Einfluß der Tempe- 
ratur mit in die Beschreibung aufzunehmen. Wenn irgend möglich, 
ist von reinem (abgekochtem) Sporenmateriale auszugehen, und es ist 
anzugeben, welches Material (ob reine Sporen, ob Sporen und Oidien, 
ob reine Oidien) man zur Aussaat benutzte. 

Bei der Beschreibung des makroskopischen Aussehens der Kul- 
turen bat man festzuhalten, daß alle auffallenden Veränderungen, welche 
im Laufe einer monatelangen Entwickelung der Kultur an der Ober- 
flächenkolonie und dem Agar vor sich gehen, angegeben werden müssen, 
dass also die Entwickelungsgescliichte der Kolonie beschrieben werden 
muß. Das äußere Ansehen der Kolonie kann dabei recht verschieden 
werden, und es können Mr die Beschreibung die folgenden von Leh- 
mann (1896, S. 115) vorgeschlagenen Ausdrucke benutzt werden. 

a) Optische Oberflächenbeschatfenheit : saftig glänzend (höchster 
Grad des Glanzes), fettglänzend, mattglänzend, matt, mehlig 
bestäubt, durchscheinend, irisierend, undurchsichtig, kreidig. 

b) Konsistenz: schleieng, häutig, ledeiartig, fadenziehend, schleimig, 
knorpelig, brüchig, butterartig. 

c) Ramibesehaffenheit (bei schwacher Vergrößerung) der Kolonie: 
ganzrandig, rauh, glatt, gezähnt, gelappt, ausgebuchtet, zer- 
rissen, kurzhaarig, langhaarig, lockig, verfilzt. 

d) Innere Zeichnung: homogen (ohne Zeichnung), zonentragend, 
streifig, fein punktiert, grob punktiert, gekörnt, grob gekörnt, 
feinlappig, groblappig (schuppig), unregelmäßig fleckig, ge- 
flammt, lockig, gekrümelt, verfilzt. 

Ferner muß beachtet werden die Färbung der Kolonie, das 
Leuchten der Kolonie, der Geruch der Kolonie etc. 

Das Aussehen der Kulturen kann eine gewisse Bedeutung zur 
Unterscheidung zweier Spezies erlangen, wenn man die beiden Spezies 
nebeneinander unter gleichen Bedingungen kultiviert und die Entwicke- 
lungsgesehichte beider Kulturen vergleicht. 

Wichtiger als das makroskopische Aussehen ist das mikroskopische 
Verhalten der Agarkultur. Dabei ist zu beachten, daß die Entwicke- 
lungsstadien der Morphoden in der Bakterienkoionie oben, in der Mitte 
und unten ungleich verlaufen, so daß man bei mikroskopischer Unter- 
suchung der Entwickelung der Agarkolonie stets von diesen drei Regionen 
Proben mittelst der Platinöse entnehmen muß. Diese Entnahme und 
Untersuchung muß ungefähr alle 6 Stunden erfolgen, wenn man die 
wichtigsten Phasen der Entwickelung der Kolonie festlegen will. 

Die Platinnadeln, Wir brauchen zur Herstellung der Strich- 
kulturen und Stichkulturen etc. eine Platinöse und eine Platinnadel (in 
seltenen Fällen einen kleinen Platinspatel). Man kann dazu H cm lange 
Platindrälite benutzen, die in einen (ilasstab gut eingeschmolzen werden. 
Die Platindrähte haben die Dicke von 0,4 mm und bleiben entweder 
gerade (Platinnadel) oder werden oben zu einer Öse von 2,5 mm 
äußerem Durchmesser gebogen (Platinöse). Altmann liefert sie ein- 
geschmolzen zu 80 Pfg. 

Ich benutze Platinnadeln . -Ösen und -spatel von der in der 
Figur (16 a, b, c) dargestellten Form. Der Preis der Nadebi (6.Ö0 Mk. 
fär Platinnadel oder Platinöse, bei Paul Altmann) ist nur scheinbar 
hoch, da die Platinkappe unzerstörbar ist, und ein neuer Draht in der 
Fabrik leicht wieder eingefügt werden kann. Die Einrichtung der 
Nadeln ist die folgende : In eine Platinkappe ist oben ein Platiniridium- 
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(Iraht fest eingefügt Die erwärmte Kappe wird einem oben gerade 
abgebrochenen, durch Erhitzen in der Flamme nur eben von den 
scharfen Kanten befreiten, in der Dicke genau passenden Glasstabe 
aufgesetzt und sitzt dann ganz fest. Die passenden Olasstäbe bestellt 
man bei der Anschaffung der Kappennadeln gleich mit. 



Fig. 16. KappeDDadeln nach Artuitr Meyer, q ohne öoe, A mit öee, 

c mit Sp»tel. 

Die Drähte werden stets vor und nach dem Gebrauche langsam 
durch die Flamme gezogen; auch der Glasstah (und die Hfllse) wird 
so weit durch die Iilamme gezogen, als er in Reagensgläser etc. ein- 
gefOhrt wird. Will man mit den Drähten impfen, so müssen sie 
stets völlig erkalten, ehe sie benutzt werden, da sonst leicht die 
Sporen etc. absterben. Nach dem Abglühen legt man die Drälite 
eventuell einige Augenblicke beiseite, nie aber dürfen sie dabei mit 
anderen Gegenständen in Berührung kommen, bevor sie gebraucht 
werden. 



Uebung 6. 
Herstellung und Beobachtung der Agarstrichkultur und Impfen der 

Mfihrenschelben- 

a. Wir füllen in ein steriles Reagensglas (o) '/j ccm steriles 
Wasser und stellen es in das siedende Wasser eines kleinen Wasser- 
bades. Wir Öffnen unter Beachtung der Vorsichtsmaßregeln, welche bei 
Besprechung der Füllung der Pteagensgläser mit Agar (Uebung ;^) an- 
gegeben wurden, das Reagensgläschen, welches eine mindestens acht Tage 
alte Kultur von Bacillus asterosporus enthält, flammen den Rand des 
Glases etwas ab, nehmen mit der abgeglühten und wieder völlig er- 
kalteten Platinöse etwas von der Kolonie heraus, die den Agar bedeckt, 
und spülen die Öse in dem Wasser des Reagensglases a ab. Wir 
schließen die Originalkultur mit dem abgeflammten Baumwollenbausch 
und stellen sie beiseite. Das Reagensglas a stellen wir noch eine Minute 
in das Wasserbad, um so alle Haktenenstäbchen zu töten, die Sporen 
keimfähig zurückzubehalten. Wir öflnen ein Reagensglas mit sterilem 
Agar (ein „Agarröhrchen"), flammen, wie wir das stets thun werden, 
wenn wir ein derartiges Röhrchen mit oder ohne Kultur zum 
Gebrauch öffnen, den Hals ab, hatten das Reagensglas, wie stets, 
schräg in der linken Hand, nehmen den Baumwollenpfropf in dieselbe 
Hand und impfen das Agarröhrclien in folgender Weise. Wir tauchen 
<he sterile, d. h. also die abgeglühte, erkaltete Platinöse in das „ab- 
gekochte Sporenmaterial" des Reagensglases a ein und fahren mit ihr 
von unten nach oben leicht über die Agartiäche hin. J)as Agarröhrchen 
winl hierauf mit dem abgeflammten Baumwollenstopfen (auch das 
Abflammen des Baumwollenbausches muB stets vor dem Ver- 
schlieBen eines Agarröhrchens etc. erfolgen) verschlossen. Wir 
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stellen schließlich die Kultur in ein großes Trinkglas, in dem unten etwas 
Baumwolle liegt, kleben eine Etikette an das Glas und an das Agarröhrchen 
mit der Aufschrift Bacillus asterosponis und dem Datum der Impfung 
(es darf niemals ein Röhrchen ohne eine derartige Aufschrift in den 
Brutschrank gestellt werden) und stellen das Glas in den auf 28* er- 
wärmten Brutschrank. Wir beobachten die Kultur tSglicb einmal und 
beschreiben täghch ihr makroskopisches Aussehen. 

b. Wir impfen mit dem abgekochten Materiale von Bacillus astero- 
sponis zwei bis drei der sterilen Möhrenscheiben. Dabei beachten wir 
wieder, daß keine Verunreinigung des Irapfmateriales und der Möhren- 
scheiben durch andere Keime stattfinden dari. Wir öffnen deshalb beim 
Impfen der Möhrenscheiben den Deckel der Petrischale nur so weit 
als nöthig, immer beachtend, daß die Luft Keime enthält, die haupt- 
sächlich von oben sich herabsenken. Nach der Beimpfung der Möhren- 
scheiben stellen wir die Petrischale auf eine umgekehrte, kleine Glas- 
schale und diese auf einen Porzellanteller, gießen so viel Kupfersulfat- 
löBung (25 : 1000) auf den Teller, daß eine Glasglocke, welche wir Aber 
die Petrischale stülpen, unten abgeschlossen ist und stellen die Kultur 
bei gewöhnlicher Temperatur beiseite. Von Zeit zu Zeit ergänzen 
wir das aus der Kupfersulfatlösung verdampfende Wasser. Es ent- 
wickelt sich eine graue, gallertige Kolonie, welche sich so ausbreitet, 
daß nach fünf Tagen die Möhrenscheiben von einem dfinnen Gallert- 
belage bedeckt sind, in dem nun Gasblasen auftreten, durch welche die 
Kolonie eine weißliche Färbung annimmt. Der Spaltpilz löst die Mittel- 
lamellen der Möhrenzellen, so daß die Möhrenscheiben nach und nach 
erweichen. Die Bakterienkultur entwickelt oiden angenehmen Geruch. 
Obgleich Sporen schon nach fünf Tagen entwickelt sind, ist es doch 
zweckmäßig, denselben, wenn möglicli, 14 Tage bis 3 Wochen Zeit zum 
Ausreifen zu lassen, wenn man gutes Sporenmaterial erzielen will. Wir 
lassen die Möhrenkulturen, vor Infektion geschützt, stehen, damit wir 
das Sporenmaterial immer zur Hand haben. 



Kapitel VI. 
Die Gelatinestinhkullur. 

Litteratur. 

Auerbach, Ufber die Ursache dfr Hemmung der Gelatineverflussigung durch 
Bakterien durch Zuckerzusalz i Archiv der Hygiene i80, S. 3I1. (Ref. Centralbl. f. 
Hnkl. I8g8, II. Abt.. Bd. IV. No. 11. S. 492.) _ SIepxoff, Zur Frage über den Ein- 

fluss niederer TemferaiureH auf die ■vegetativen Formen des Bacillus anlhracis; Centralbl. 

f. Bakt. tSgS. 1. Abt., Bd. XVU, S. 394. — Kuhn, Morphologische Beiträge tur 
Leichenfäulnis; Archiv für Jfygiene 1S9I, Bd. XHI, S. 40. — Lebtooao, iSgö. II. T., 
S. 113. S. 57. — XlattasehltO, Ueber die Veränderlichkeit der Eigenschaft des Bacillus 
anthracis üelatine in verßHssigen; Centralbl. f. Bakt. 1900, I. Abt.. Bd. XXVIII. 
S. 303. — MIgula, iSgy. S. 253. S. 2ys- 

Allgemeines Über die Gelatine stich kultur, 
Nährgelatine ist ein relativ inkonstanter Nährboden, da die in 
den Handel kommende Gelatine selbst zu verschiedenartig ist. Ihre 
Verwendung als Nährboden für zu bestimmende Bakterien wird durch 
dieses Verhältnis oft beschränkt, weiter auch dadurch, daß die Nähr- 
gelatine schon bei relativ niedriger Temperatur zerfließt. 
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Eine Nfihrgelatine, welche 5 Prozent Gelatine enthält, wird un- 
gefähr bei 22" C, eine solche mit 15 Prozent bei ungefähr 25" C-, eine 
solche mit 25 Prozent Gelatine bei ungeföhr 26-5*' C. zähflüssig (Miodla, 
ISÖl, S. 253). 

lOprozentige Gelatine, wie wir sie henuUen, zerfließt ungefähr 
bei 24» C. 

Zur Charakterisierung der Bakterienspezies kann bis zu einem 
gewissen Grade deren Verhalten in der sogenannten Gelatinestichknltur 
dienen, doch muß man dabei stets die Inkonstanz der Xährgelatine in 
Rechnung ziehen und darf denjenigen Erscheinungen, welche von un- 
kontrollierbaren, inkonstanten Verhältnissen abhängig sind, keine Be- 
deutung beimessen. 

Die Gelatinestichkultur wird in folgender Weise angelegt: 
Der Rand eines frischen GelatinerÖhrchens, dessen durch Hinstellen bei 
nicht zu niedriger Temperatur etwas weiche Gelatinesäule ungefähr 
8 cm hoch sein muß, wird nach Entfernung des Baumwoltenpfropfens 
abgehitzt. Hierauf taucht man den sterilen, geraden, steifen, vom zu- 
gespitzten Platindraht etwa 3 cm weit in die die abgekochten Sporen 
oder das Impfmaterial im allgemeinen enthaltende Flüssigkeit ein oder 
zieht den Draht etwas über die Agarfläche etc^ welche das Material 
trägt, hin, so daß äußerst wenig Material an einer etwa 3 cm langen 
Stelle hängen bleibt Man sticht dann möglichst senkrecht, ohne ein 
Aufreißen der (ielatinesäule zu veranlassen, in die (ielatinesäule, bis auf 
den Boden des Reagensglases und zieht den Draht vorsichtig heraus. 

Sofort nach dem Impfen darf von dem Stiche mit bloßen 
Augen nichts zu eckennen sein. Man steUt die Stichkultur bei 
einer möglichst konstanten Temperatur zwischen 17 und 20" C. beiseite. 

Die hauptsächlichsten Erscheinungen , welche an einer solchen 
Stichkultur zu beobachten sind, sind die folgenden: 

1. Das Wachstum der Kolonie findet nur auf der Oberfläche 
statt j obligat-aerobe Arten), oder auch zugleich mehr oder weniger tief 
im Stiche (fakultative Anaeroben), oder nur im Stiche, nicht an der 
Oberfläche (Anaeroben). 

2. Die Kolonie im Stiche kann glatt, rauh, perlschnurformig, 
knotig, härchentragend, verzweigte Härchen tragend etc. sein, und die 
Oberflächenkolonie kann ein verschiedenes Aussehen annelimen, ähnlich 
wie es für die Agarstrichkultur angegeben ist. Alle diese Dinge sind 
jedoch oft für eine und dieselbe Spezies äußerst wechselnd. 

3. Es kann Verflüssigung der Gelatine eintreten oder nicht Die 
Form und die Schnelligkeit der Verflüssigung ist wesentlich von der 
Beschaft'enheit der Gelatine abhängig. Je höher die Temperatur ist, 
je weicher also die Gelatine wird, je schneller findet im allgemeinen 
eine Verflüssigung der Gelatine statt. Zur Erläuterung diene folgender 
Versuch Miqula's (S. 253). Ein Bakterium, welches Gelatine relativ 
langsam verflüssigte, zeigte folgendes: Bei 22" und lOprozentiger 
Gelatine begann die Verflüssigung nach einem Tage, bei 22* -j- 15proz. 
Gelat. nach 5 T., bei 22" + 20proz. Gelat nach 9 T., bei 2ö" -j- 
15proz. Gelat nach 1 T,, bei 2.5* -\- 20proz. Gelat. nach 4 T., bei 
25" -|- 25proz, Gelat nach 7 T. 

Im allgemeinen kann man nur Wert darauf legen, ob eine 
Spezies die Gelatine überhaupt zu verflüssigen vermag oder nicht 

Dabei hat man jedoch noch zu beachten, daß das Verflüssigungs- 
vermögen einer Spezies sehr variieren kann (Beijerinck für Leucht- 

C,ot,Z.MLvV^-.OOglC 



— 53 — 

bakterien ; Max Gruber und Firtbch, Archiv f. Hygiene, Bd. VIII, S. 369 ; 
Matzuschita, 1900), und häufig nach längerer Kultur auf kflnstlichen 
Nährsubstraten etwas an Energie verliert, Klepzow (1895) zeigte, daß 
das Verflüssigungsvermögeu des Milzbrandes durch sieben Tage langes 
Abkühlen auf ungefUhr — 30* herabgesetzt wurde. Auch durch Zu- 
sätze verschiedener Art zur GeUtine kann die Verflässigung der letzteren 
verlangsamt oder beschleunigt werden. So wirkt Phenol etc. verlang- 
samend (Wood, Centralbl. für Bakter. Bd. VIII, S. 266); die Bildung 
des die Gelatine verflüssigenden Fermentes bei fakultativen Anae- 
roben kann in "Wasserstoff und Stickstoff verhindert werden, in Kohlen- 
säure eventuell stattfinden (Lehhank, S. 37). Zuckerzusatz zur Gela- 
tine beeinflußt die Schnelligkeit der Verflüssigung unter Umständen. 
Kuhn (J891, S. 70) fand für Proteus vulgaris, daß die peptonisierende 
Eigenschaft des Pilzes durch Zusatz von Dextrose zur Näbrgelatine 
herabgesetzt wird, während das bei Bacillus subtihs nicht der Fall ist 
Aderbach (1897) fand eine Hemmung der Verflüssigung durch Zucker- 
arten ebenfells und stellte für Bac. vulgare fest, daß in zuckerhaltiger 
BouiUon kein proteolytisches Ferment entsteht, wohl aber in zuckerfreier. 
Man vergleiche auch die Untersuchungen von Ferui, Archiv für Hy- 
giene Bd. X, S. 1; Bd. XII, S. 238; Bd. XIV, S. 1; Centralblatt für 
Bakteriologie Bd. XII, S. 713; Abth. II, I, S. 482; 1894, S. 830. 

4. Es kann Färbung der die Kolonien tragenden Gelatine eintreten. 



Uebung 7. 

Herstellung der Gelatinestichkultur von Bacillus asterosporus und 

tumescens. 

Wir stellen 1. eine Gelatinestichkultur her mit abgekochtem 
Sporenmateriale von Bacillus asterosporus. 2. In gleicher Weise ver- 
wenden wir abgekochtes Sporenmaterial von Bacillus tumescens. Die 
Stichkulturen werden bei Zimmertemperatur (17** C.) beiseite gestellt. 

Bacillus asterosporus. Für ihn beobachten wir folgendes. Kleine 
punktförmige Einzelkolonien entwickeln sich langsam von oben nach 
unten zu im Stiche, zugleich bildet sich eine größere Oberflächenkolonie. 
Nach zwei bis drei Tagen ist die Entwickelung schon 5—6 cm im 
Stiche hinabgerückt Am vierten Tage kann bereits die erste Gasblase 
in der Gelatine entstehen, und ungefähr am vierten oder fünften Tage 
wird die Verflüssigung der GeUtine unter der Oberflächenkolonie be- 
ginnen. 

Wir sehen also, daß der Bacillus facultativ anaerob ist <l3£ er Gas 
entwickelt und daß er Gelatine verflüssigt Die Gelatine filrbt sich in 
der angegebenen Zeit nicht 

Bacillus tumescens. Wir sehen erst nach ungefähr 12 Tagen 
trichterförmige Verflüssigung der Gelatine eintreten. Nach acht Wochen 
wird die Gelatine ungefähr 3 cm hoch verflüssigt sein. Am Boden der 
verflüssigten Gelatine bildet sich ein schleimiger, fadenziehender Bodensatz. 
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Kapitel Vn. 
Das Mikroskop and seioe Nebeoapparate 

Litteratur 
Dlpptl, HanäbHch dtr allgftneinen Mikroskopie, faeile Auflage l88l, l. Th., 
Braansihairig, bei Vievieg und Sohn. Preisliste der optischen U'erkstätte von Carl Zeit» 
in Jena über Mikroskope und mihroskvptsrhe Hilfsapparate, 31. Ausgabe 1898, 32. Aus- 
gabt tgo3. Preisliste von W. u. H, Setbert, Wetiiar, 30. Ausg(Äe igo3. Ä. ZliamermaBo, 
Das Mikroskop , Leipzig iSgs. Arthur Meyer, Eine Mikroskopierlampe, Zeitschrift 
für wissenschaftliche Mikroskopie und für mikroskopische Technik, igoi, Bd. 18, S. 
144—146. 

A. Verzeichnis der von mir benutzten Instrumente. 

Wir bedürfen zu unseren Untersuchungen Instrumente von größter 
Leistungsf&bigkeit. Stative und schwächere Objektive voq genügender 
Brauchbarkeit fertigen mehrere optische Institute, aber ein Objektiv 
von der Leistungsfähigkeit des „Apochromat-Objektivs Homogene Im- 
mersion, num. Apert. 1,3, äquiv. Brennweite 2 mm von Zeiss in Jena" 
ist mir von keiner anderen Firma bekannt geworden. Dieses System 
ist für diejenigen, welche auf Grundlage des in diesem Praktikum Ge- 
lernten wissenschaftlich weiter arbeiten wollen, kaum zu entbehren. Für 
das Praktikum selbst kommt man mit der homogenen Immersion '/,j 
vou Zeiss oder von Seibert schon allein aus, und deshalb lasse ich 
neben den Instrumenten von Zeiks auch solche von Seibebt benutzen, 
die recht gut sind. Die Immersion i/,, von Sbibert erreicht fast die 
von Zeiss und ist nach Zeiss' Instrument die weitaus beste, welche 
ich kenne. 

Ich führe nun die Instrumente an, welche ich in meinem Prakti- 
kum benutzen lasse. 

InstrameDte von CARL ZEISS in Jena. 

Stativ IV a. Hartgummi tisch von 90 X 60 mm; grobe Einstellung 
mit Zahn und Trieb, feine durch Mikrometerschraube mit geteiltem 
Kopfe. Gewttbnticber Beleuchtungsapparat nach Abbe mit Kondensor- 
svstem von 1 ,20 mm Apertur und Irisblende ; Preis 260 M. (Preisliste 
1902, S, 60, No. 74). Revolver für 3 Objektive; Preis 27 M. 
Objektive: Achromatisches Objektiv A, num. Apertur 0,2, äquiv. 
Brennweite 18 mm; Preis 24 M, Achromatisches Objektiv E ohne 
Korr.-FasHung, num. Apertur 0,85, äquiv. Brennweite 2,7 mm; 
Preis 66 M. Achromatisches Objektiv Homogene Immersion 
Vis, num. Apertur 2,25, flquiv. Brennweite 2,0 mm; Preis 160 M. 
Dieses reicht für unsere Arbeiten aus, doch ist das nächstgenannte 
Apochromat-Objektiv vorzuziehen und sehr zweckmäßig. Wird es an- 
geschafft, so kann das System '/i» wegfallen. Apochromat-Objektiv 
Homogene Immersion, num, Apertur 1,3, äquiv. Brennweite 2 mm; 
Preis 300 M. Okulare: HuvoENs'sche Okulare No. 4, Brennweite 
25 mm; Preis 7 M. Kompenaations-Okulare: No. 4, äquiv. Brenn- 
weite 45 mm. No. 8, äquiv. Brennweite 22,5 mm. No. 12, ftquiv. 
Brennweite 16 mm. No. 18, äquiv. Br6nnweit3 10 mm. Immer- 
sionslläschchen und Immersionsöl : Immersionsfläschchen mit breitem 
Boden ach Mach; Preis 1,50 M. 1 Fläschchen mit Immersionsöl. 
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Fig. 17. Stativ IVa von C. Zeiss iii Jena. ('/, natiirl. Größe). 
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Instrnniente von H. SEIBERT in Wetzlar. 

Stativ i voD Seibert 175 M. Revolver für 3 Objektive 
20 M. Achromatische Objektive: II, Brennweite 12,5 mm, Apertur 
0,26 18 M.; V V„ Brennweite 3,2 nun, Apertur 0,90 40 M.; Homog. 
Immersion '/i,, Brennweite 2 mm, Apertur 1,26-1,30, lÖO M. HuY- 
GENs'sche Okulare 1, 2, 3 i 7 M.; Kompensationa-Okular No. 4, 
8 ä 15 M.; No. 12 24 Mk.; No. 18 20 M. 

Seibert bringt auf Wunsch neben diesen Apparaten zugleich den 
Z eichen ap parat und den beweglichen Objekttisch nach meinen Angaben 
in dem Mikroskopkasten unter, wie es in Fig. 17 dargestellt ist. 



Fig. ITA. Mikroskop von Seibert mit Zeichen apparal und beir^licbcm 
Objckttiscbc; im Kasten dmt Kästchen Z für den Zeichcnappnrat, für den Ob- 
jekttisch, K für andere Neben apparat^^. 
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B. Bemerkungen zu dem Verzeichnisse. 

Das PUachchen nach Mach (Zeitschrift f. wia- 
senach. Mikroskopie 1897, Bd. XIV, S. 348), welches 
Zeiss verkauft, bietet gegenüber dem zuerst von mir 
angegebenen ähnlichen Plfischchen fZeitschr. f. wiss. 
Mikroskopie 1897, Bd. XIV, S. 174) einige Vorteile. 

Das Immersion 851, welches aus dem ätherischen 
öle von Juniperus virginiana von Schihhbl u. Co. 
in Miltitz bei Leipzig ausgezeichnet hergestellt wird, 
darf nur von Zeiss oder Sbibbht selbst bezogen werden, Fig. 18. FISsch- 
da in ihrem Brechungsesponenten von dem der betreffen- eben mit breitem 
den Öle abweichende Immereionsöle die Leistung der «"^flL/'^' """'^'* 
Objektive herabsetzen. 

Die Okulare. Die Vergrößerung des HuYGENs'schen Okulares No. 4 
von Zeiss betr&gt 7, die der Kompensationsokulare ist gleich der Nummer 
des Okulars. Dabei wird unter Vergröflerung die Zahl verstanden, 
welche angibt, wieviel Mal ein Okular an dem Tubus von 160 mm 
L&nge die Eigen Vergrößerung des Objektivs erhöht. Die Hüygens- 
Bchen Okulare sind nur für die achromatischen Objektive zu verwenden, 
die Kompensationsokulare für die Apochromatobjektive und für achro- 
matische Objektive, welche mindestens die Apertur 0,85 besitzen, also 
z. B. schon für Objektiv E und selbstverständlich auch für die homo- 
gene Immersion i/j,, nicht aber für schw&chere achromatische Objektive. 

Die Objektive, Bei den Objektiven ist zuerst die numerische 
Apertur angegeben, da dieselbe einen Ueberblick über wichtige Leistungen 
der Objektive gestattet. So ist die Helligkeit des Bildes bei ge- 
gebener Vergrößerung und unter sonst gleichen Umstäntien proportional 
dem Quadrate der Apertur. Wird, wie dies je nach der Natur der 
Objekte nötig ist, die Irisblende mehr oder weniger geschlossen, so- 
hängt die allgemeine Helligkeit von der Apertur des abgeblendeten 
Eondenaors ab. 

Auftöaungs- und Definitionsvermtigen sind direkt propor- 
tional der Größe der Apertur. Tür homogene Immersion und für 
eben noch auf unser Auge wirkendes violettes Licht von 0,0004 mm 
Wellenlange berechnet sich die kleinste Entfernung, welche zwei mit 
einem System bestimmter Apertur beobachtete Linien noch besitzen dürfen^ 
wenn sie getrennt sichtbar sein sollen, folgendermaßen: Auflösunga- 

abstand^- — ^ . Also ist dieser kleinste Abstand 

2 -Apertur 

für Immersion '/i, = 0,00016 mm, 
für die Apochromat-Immersion = 0,00015 mm. 
Die höchste Leistungsfähigkeit, welche Instrumente von der jetzigen 
Konstruktion theoretisch haben können, besteht in der Auflösung zweier- 
0,00012 mm (0,12 //) voneinander entfernten Linien, dabei müßte aber 
Monobromuaphthalin-Immersion und schiefe Beleuchtung benutzt werden. 
Die Objektive mit größerer Apertur geben schärfere optische 
Querschnitte der Objekte, während die Focustiefe dieser Objektive 
geringer ist als die der Objektive geringerer Apertur. 

Aus der Brennweite (B) der Objektive, die ebenfalls angegeben 
ist, iKßt sich die Eigenvergrößerung der Objektive nach der 

Formel -— berechnen. Die Ei gen Vergrößerung ist die Vergrößerung, 
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welche ein Objektiv, als Lupe gebraucht, auf die Weite dea deut^ 
liehen Sehens (250 mm) ergehen würde. Die Eigenvergrößerung unserer 
Objektive wäre danach 

Zeiss: 

Objektiv A = -—- = 1 3,9 



- 


E 


260 
~ 2,7 

250 
~ 2 ~ 


92 
125 


A.-Inunereion 


_250_ 


125 




SaiBEHT: 




Objekti 


rl 


_ 250 


= 10 


» 


n 

vv 


250 
~12,5 
_250_ 


= 20 
= 78,1 



Viü 



= 125 



Von Interesse ist ferner dre Kenntnis des Durchmessers dea 
objektiven Sehfeldes, also der Größe des Objektstückes, welches 
das ganze Gesichtsfeld gerade ausfüllt, in mm. Den Betrag derselben 
zeigt die folgende Tabelle. 

Zeiss : 
mit HüYGENS Okular 4 mit Komp.-Okular 12 

0,14 mm 

0,10 „ 

0,107 „ 



Objektiv A 
E 


1,33E 

0,21 


, '/■■ 

Apochromat-Immersion 


0,19 





mit h 

1 


ÜYOENB 

2 


Seibebt: 
3kular { 

3 1 


mit KompenHatioDsokular 12 


Objektiv I 


3,5 mm 


2,7 mm 


2 mm j 


,. 11 


2.2 mm 


1,8 mm 


12mm| 


„ VV. 


0,43 mm 


0,35 mm 


0.25 mm] 


U,I8 ram 


.. v„ 


0,27 ram 


0,19 inro 


9.15 mQi 1 


0,10 mm 



Auch die Verschiedenheit des freien Objekt abstand es der Objektive 

ist beachtenswert. ZEIS9 versteht darunter den Abstand, welcher bei 
Einstellung auf ein an der unteren Fläche eines 0,15 mm dicken Deck- 
glasses befindliches Objekt zwischen der oberen Flache dieses Deck- 
glases und der unteren Fläche des Objektivs besteht. Im allgemeinen 
ist der Objektabstand bei den homogenen Immersionen etwas grösser 
als bei Trockensystemen gleicher Brennweite. Er beträgt für 
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Zbiss: 
Objektiv A und Hütgens Okular 2 =^ 9 mm 
Objektiv E und Hutgens Okular 2 = 0,25 mm 
Immeraion Vu ^"^^ Hdtqen3 Okular 2 = 0,15 mm 
Apochromat-Immeraion und Komp.-Okular 4 ^ 0,14 mm. 
Seibert : 
Objektiv I mit Hutgens Okular 1 ^ 13 mm 
n „ „ „ 1 = 8 mm 

VV, „ „ n 1 = 0,28 mm 

n Vit -. n '- 1 = 0,16 nun 

Uan hat sich danach bei Ausführung der Einstellung ungefähr zu 
richten. 

Bei Benutzung des Mikroskopes ist auf die Tubuslänge zu 
achten. Dieselbe muß für das Instrument von Zeiss 160 mm betragen 
und zwar von der Ansatzfl&che des Objektivgewindes bis zum oberen 
Tubusrande gerechnet. Bei Benutzung des Revolvers haben wir also 
den Auszug des Tubus auf die Zahl 150 der Skala des inneren Rohres 
zu stellen, da der Revolver selbst 10 mm dick ist. 

Bei Benutzung der homogenen Immersionen bringt ein Unterschied 
der L&nge des Tubus von 10 mm schon eine merkliche Abnahme der 
Leistung des Objektivs ber\'or. Bei SElBERTschen Mikroskopen ist die 
Tubusl&nge 170 mm. Besitzt das Instrument einen Bevolver, so ist 
dessen Dicke schon in Rechnung gezogen; der Auszug wird also stets 
auf Teilstrich 1 7 gestellt. Die richtige Stellung ist auf meine Veranlas- 
sung durch einen um das ganze Tubusrohr gehenden Strich markiert. 
Wenn man mit Objetiv E arbeitet (im allgemeinen mit D und den 
darauf folgenden stärkeren Objektiven), so muß man Deckgläser von 
0,16 — 0,20 mm Dicke anwenden; diejenige Deckglasdicke, für welche 
die vollkommenste Korrektion besteht, ist bei den ZElSs'schen Objektiven 
Übrigens seitlich an der Linsenfassung angegeben. Die Deckglasdicke 
mißt mau genügend genau in folgender "Weise. Man stellt auf die 
Oberfläche des Deckglases und dann auf die untere Fläche des letzteren 
ein imd liest jedesmal die Stellung des Index an dem Schraubenkopfe 
der Mikrometerschraube ab. Die gefundene scheinbare Dicke des Deck- 
glases multipliaiert man mit % (Brecbungsexponent des Glases). Ist 
das Deckglas sehr dünn, so korrigiert man den Fehler, indem man den 
Tubus ganz wenig verlängert. Umgekehrt erhült man bei zu dickem 
Deckglase die volle Leistung des Systems, wenn man den Tubus um 
eine entsprechende Kleinigkeit verkürzt. 

Die Objektive für homogene Immeraion sind in weiteren Grenzen 
in ihrer Leistung unabhängig von der Deckglasdicke, so daß man 
dünne Deckgläser ohne weiteres verwenden darf. 

Zuletzt gebe ich noch eine Tabelle über die Vergrößerung der 
Bilder, welche man beim Zeichnen mit unserem Zeicbenap parate erhält, 
wenn man das Papier auf den Zeichenklotz, der im Kapitel IX beschrieben 
ist, auflegt und die Tubuslänge genau auf IGO mm bringt. 
Zeiss: 
Objektiv Huygens Okular Kompensations-Okular 

4 4 8 12 18 



A 


150 


— 


— 


— 


— 


E 


937,6 


600 


1167 


1600 


— 


V.» (Ap. 1,25) 


1428,5 


835 


1600 


23O0 


3200 


>chr.-Imm. 1,3-2,0 


__ 


836 


1600 


2300 


3200 
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BuYaE>is'sche Okulare 

1 1 2 1 3 


Kompentations-Okular 

4 8 12 16 


11 


104 


140 


196 










V7, 


490 


660 


940 


435 


800 


1250 


1760 


■/„ 


860 


laoo 


1500 


990 


1700 


2500 


3300 



C. Die Anivendung des Mikroskopes. 
Ich setze voraus, daß der Praktikant, welcher diese Anleitung 
benutzt, mit der Anwendung des einfacheren Mikroskops, wie man e& 
Anfängern in die Hände zu geben pflegt, und wie ich es in meinem 
Ersten mikroskopischen Praktikum auf S. 4 besdirieben habe, vertraut 
ist In dem Folgenden soll deshalb nur eine Anleitung zum Gebrauche 
des AßBE'schen Beleurhtungsapparates, der Lichtquellen und der 
Immersionssysteme gegeben werden, mit. Rücksicht auf die Benutzung 
dieser Hilfsmittel bei der mikroskopischen Untersuchung kleinster 
Objekte. 



Uebung 8. 
Der ABBE'sche Beleuchtungsapparat. 

Der Apparat (Fig. Ifi) besteht aus zwei oder drei Linsen, welche 
zu einem großen Objektivsysteme, „Kondensorsysteme", zusammengestellt 
sind, dessen Vorderlinse mehr als halbkugelig und plankonvex ist. Die 
ebene Fläche der oberen Linse liegt fast genau in der Fläche des 
Objekttisches. Die numerische Apertur des Kondensorsystemes beträgt 
1,2 mm. Der obere Brennpunkt befindet sich ungefiüir 2 mm über 
der ebenen Fläche der oberen Linse des Kondensorsystemes. 

Damit man bei dünnem Objektträger den Brennpunkt in die 
Objektebene bringen kann, den Brennpunkt überhaupt beliebig weiter 
senken kann, ist der ganze Apparat an einer Zalmstange vertikal 
verschiebbar. 

Unter dem Kondensorsystem ist die Irisbiende angebracht, tiefer 
unten der Doppelspiegel. 

Um uns mit dem Apparate etwas vertraut zu machen, betrachten 
und untersuchen wir denselben vorsichtig in folgender Weise. Wir 
entfernen zuerst die Objektive und das Okular von dem Mikroskope,, 
fassen unten den Fuß des Mikroskopes fest und oben die Prismensäule 
und biegen das ganze Oberteil des Mikroskopes vorsichtig zurück. — 
Wir stellen das Instrument dann so vor uns, daß der Spiegel von uns 
weg, der Mikroskoptubus nach uns zugekehrt ist Hierauf schrauben 
wir durch Drehen des links seitlich sitzenden Schraubenkopfes (s) den 
ganzen Beleuchtungsapparat etwas abwärts, um uns denselben genau 
ansehen zu können. Oben sehen wir also zuerst das Kondensor- 
system, welches man übrigens, nach Zurückschlagen der Blenden- 
einrichtung, nach unten zu aus dem dasselbe tragenden Hinge heraus- 
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ziehen kann. Wir untersuchen nun die Blendeneinricbtung. Wir sehen links 
an derselben eine kleine Einschnappvorrichtnng, welche die Einrichtung 
etwas feststellt und leicht durch vorsichtiges Ziehen an dem Schrauben- 
kopf gelöst werden kann. Wir fassen den Schraubenkopf, drehen 
ihn ein wenig nach vorn und ziehen leicht daran, um so die Blenden- 
vorrichtung berauszuklappen. Der wichtigste Teil der letzteren ist die 
Irisblende, welche sich durch den kleinen Griff / öffnen und schließen 
läßt. Beim Schließen hüte man sich, zuletzt zu stark zu drücken. Auf 
dem oberen Rande des Blendenringes findet sich eine Teilung von 
bis 10, welche angiebt, wie viel Zehntel des Durchmessers der ganzen 
Blende der Durchmesser der eingestellten Öffnung beträgt Das Zahn- 
rad dient dazu, die Blende vor- und rückwärts zu verschieben, so 
daß man ein außeraxiales Strahlenbündel allein zur Wirkung gelangen 
lassen kann. Der Blendenträger ist um die optische Achse drehbar. 
Die Drehung geschieht, indem man den großen Knopf um die Blende 
herumführt. So kann man auch schiefes Licht in allen Richtungen zur 
Achse wirken lassen. Zuletzt betrachten wir den Doppelspiegei und 
beachten die Art der BewegUchkeit desselben. 



L KondensorsysiRm No. 25, 

a. Die homogenen Immersionssysteme und ihre Behandlung. 
Bei Benutzung der Immersionssysteme hat man zwischen die 
Frontlinae des Systemes und das <IUnne Deckglas ein Tröpfehen Immer- 
sionsöl zu bringen. Man setzt ein sehr kleines Tröpfchen des Öles 
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auf das Deckglas selbst auf und senkt dann die Linse vorsichtig auf 
das öl hinab. Dabei dürfen keine Luftbläschen im Öle vorhfmden 
sein oder in dasselbe hineingedrückt werden. Um letzteres zu ver- 
hindern, kann man auch vorsichtig ein keines Tröpfchen öl, vor 
dem Einsenken in das Tröpfchen auf dem Deckglase, an die Frontlinse 
bringen. 

Die Einstellung mit den Immersionslinsen hat äußerst vorsichtig 
zu erfolgen, damit die Fassung der Frontlinse durch Aufpressen der- 
selben auf das Deckglas nicht verändert wird. Es ist zweckmäßig, bei 
feinen Objekten stets erst das schwächste Okular (Kompensations- 
okular 4) zur Einstellung zu verwenden, dann erst mit den 
stärkeren Okularen zu beobachten. 

b. Die Lichtquellen und ihre Verwendung. 

Bei Benutzung der homogenen Immersionen zur Untersuchung sehr 
kleiner und schwierig zu erforschender Objekte ist es sehr wichtig, 
daß die Lichtquelle zweckmäßig gewählt und zweckmäßig verwendet wird. 

Als beste Lichtquelle ist das von einer hell beleuchteten Wolke 
zurückgeworfene Tageslicht zu bezeichnen, und man muß sich zur 
Untersuehung der kleinsten Objekte, vorzüglich auch zur Feststellung 
der Farbe solcher Objekte, stets dieser Lichtquelle bedienen. Handelt 
es sich um letzteren Zweck, so ist zugleich die Verwendung der Apo- 
chromatobjektive äußerst zweckmäßig. Handelt es sich um maximale 
Ausnutzung des Beleuclitungsapparates and der Leistungsfähigkeit der 
Immersionen, so hat man ferner darauf zu achten, daß die den Spiegel 
bedienende weiße Wolkenfläche eine genügend große Ausdehnung hat. 
Man hat also zuerst der freien Fensteröffnung eine genügende Größe 
zu geben oder sich derselben genügend zu nähern. Die Höhe der 
quadratischen Fensteröffnung, durch welche die weiße Himmelstiäche 
vom Mikroskop aus völlig sich:bar ist. muß mindestens ungefähr so 
groß sein wie die Entfernung zwischen Mikroskop und Fenster. 

Gegen Stoß und Hinfallenlassen sind die Immersionssystenie 
äußerst empfindlich. Sollte irgend eine Verschlechterung des Bildes 
eintreten, welches die Linsen liefern, so darf an den Linsen keine 
Operation vorgenommen werden, um den Fehler zu verbessern, viel- 
mehr müssen sie sofort der Fabrik eingesandt werden, welche den 
Fehler meist leicht beseitigen kann. Nur daraufhin hat man eventuell 
zu prüfen, ob die Vorderfläche der Frontlinse rein ist Man betrachtet 
zu dem Zwecke die Fläche genau mit der Lupe. Hie und da kommt 
es auch vor, daß etwas schwaizer Lack auf die hintere Linse des 
Systemes fällt, der dann das Bild trübt. Man kann ihn sehr vor- 
sichtig mittelst eines neuen, reinen, zarten Marderpinsels entfernen. 

* Nach dem (iebrauche sind die Immersionssysleme stets in ihre 
Kapsel zu stecken. Vor der Aufbewahrung muß die Linse vollständig 
vom Immersionsöle befreit werden. Man wischt zuerst das Öl an 
einer kleinen Stelle mittelst eines Stückchens reinen Fensterleders 
leicht ab, darauf befeuchtet man eine kleine, reine Stelle des Leders 
mittelst des Pinsels mit einer Spur Benzin und wischt damit noch- 
mals die Linse leicht ab. Zuletzt wischt man nochmals mit dem 
trockenen Leder nach. 

Das Stückchen Fensterleder bewahrt man stets in einer reinen 
Schachtel auf. Das Benzin befindet sich in einem (Häschen, in dessen 
gut schließendem Korkstöjisel ein kleiner Pinsel eingefügt ist. 
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Steht kein gutes Tageslicht zur Verfügung, so verwendet man am 
besten die von mir konstruierte Mikroskopierlampe (ARtHCR Meyer 
1901). 

Als Lichtquelle benutze ich eine kleine Gasglühltunpe mit Auer- 
schem Glühstrumpfe, da der kleine Brenner weniger Gas kostet, weniger 
wärmt und in der Lampe doch noch eine hinreichende Lichtintensität 
liefert. Den Glühkörper stelle ich in den Brennpunkt eines parabo- 
hschen Spiegels {P Fig. 20), welcher mit der Lampe auf einem Drei- 
fuße befestigt ist Der Spiegel macht die Lichtstrahlsn annähernd 




Fig. 30. Mikroskopipriampe nacli Arthur Meveb. 



parallel und wirft sie auf eine matte Glasscheibe <M), welche ein sehr feines 
Korn besitzt, einen Teil der Strahlen, ohne deren Richtung zu ändern, 
einen andern Teil zerstreut austreten läßt. In einer Entfernung von 
ungefähr 25 cm vom Fuße der Lampe, bei Benutzung der stärksten 
Systeme, oder ungefähr bis ;-i5 cm bei Anwendung schwacher Systeme, 
wird das Mikroskop aufgestellt, dessen Spiegel (S) das Licht aufnimmt. 
Der Schirm B schützt die Augen gegen das direkte Licht der Lampe. 
Die Lampe ist von W. u. H. Seibert in Wetzlar für 40 Mk. zu be- 
ziehen. 

Zu beachten ist bei Benutzung der Lampe, daß die leuchtende 
Stelle des gut glühenden GlUhstrumpfes im Brennpunkte des Spiegels 
stehen muß. Der Spiegel ist zum Höher- und Tieferstcllen eingerichtet 
Femer darf keine beliebige Mattseheibe für die Lampe benutzt werden, 
da das Korn der Scheibe von großer Bedeutung für die Leistung der 
Lampe ist Der Neusilberspiegel hält seine Politur sehr gut; sollte er 
durch unrichtige Behandlung sich trüben, so kann man ihn mittelst 
eines trockenen, mit etwas Wiener Kalk eingeriebenen Fensterleders 
leicht wieder blank putzen. 

In allen Fällen, sowohl bei Benutzung des Himmelslichtes als 
der Mikroskopierlampe, prüft man auf die genügende Grölte und Gleich- 
mäßigkeit der Lichtquelle in folgender Weise. Man entfernt das Kon- 
densorsystem des Beleuchtungsapparates, ebenso Objektiv und Okular 
und sieht durch den Tubus nach dem richtig eingestellten Plan- 
spiegel. Derselbe muß seiner ganzen Fläche nach gleichmäßig hell 
erleuchtet sein. 
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Hat man die Beleuchtungsmittel im allgemeinen zweckmäßig ein- 
-gerichtet, so ist es gut, vor der Beobachtung der Objekte erst zu 
prüfen, ob die Beleuchtung des Objektes durch den Spiegel etc. nun 
^uch eine gute ist. Zu dem Zwecke steIH man das Mikroskop auf 
das durchsichtige Objekt ein, entfernt hierauf das Okular und sieht in 
den Tubus hinein. Man erkennt dann, etwas vom Objektive entfernt, 
ein Bild der Lichtquelle und kann an diesem erkennen, ob man auf 
'eine genügend helle und gleichmäßige Stelle der Lichtquelle eingestellt 
hat, und danach auch durch Drehen des Spiegels die beste Beleuch- 
tung, die möglich ist. leicht finden. 

Femer handelt es sich bei unseren Untersuchungen auch um 
eine zweckmäßige Benutzung des ABSE'schen Beleuchtungsapparates. 

Der Apparat liefert, wenn man den Objektträger auf die Ober- 
fläche der Frontlinse des Kondensorsystems ohne weiteres auflegt, einen 
Beleuchtungskegel, dessen Oeffnungswinkel dem doppelten Werte des 
Grenzwinkels zwischen Luft und Glas entsprechen würde, also dem 
Werte H2 ". Dieser Beleuchtungskegel genügt für alle Trockensysteme, 
da diese ja doch keinen weiteren Strablenkegel aufnehmen können, 
ebenso würde dieser Beleuchtungskegel die maximale Wirkung bei Prä- 
paraten ausüben, welche trocken, ohne Einschlußmittel, beobachtet 
werden, selbst wenn die Immersionssysteme Verwehdung fönden. Bei 
Benutzung der homogenen Immersionen und Anwendung von Wasser 
als Einschlußmitlei für die Objekte, würde es zur vollen Ausnutzung 
der Immersionen nötig sein, zwischen die Frontlinse des Kondensorsystems 
und den Objektträger ein Trö]»fchen Wasser zu bringen. Hierdurch 
würde der Beleuchtungskegel des Kondensors einen Öflfnungswinkel 
von 122* (doppelter Grenzwinkel zwischen Wasser und Glas) erhalten. 
Statt des Wassers wendet man vorteilhaft ein Tröpfchen Glycerin an, 
mit dem man fast für alle Zwecke ausreicht. 

Hat man in Kanadabalsam eingelegte Objekte mit Immersion ge- 
nau zu beobachten, so bringt man eventuell zwischen die Fronthnse 
des Kondensorsystems und den Objektträger etwas Inimersionsöl. 

In denjenigen Fällen, in denen es dirauf ankommt, möglichst nur 
die gefärbten Stellen eines Präparates scharf und klar mittelst der 
Immersionssysteme zur Beobachtung zu brin^n, mögen die gefärbten 
Objekte in Wasser oder Kanadabalsam liegen, ist es vorteilhaft, die 
Blende des Beleuchtungsapparates recht weit zu öffnen. Man schließt 
bei Beobachtung solcher Objekte jedoch trotzdem die Blende zuerst 
fast völlig und Öffnet sie dann langsam, um den besten Stand der 
Blende festzustellen. Sollen an farblosen Objekten, z. B, an unge- 
färbten Bakterien oder Sporen, die durch Brechungsdiffereuzen be- 
wirkten Grenzlinien oder innere, feine Strukturen erkannt werden, so 
ist die Benutzung der Blende von größter Wichtigkeit Man 
schließt auch hier zuerst die Blende und öffnet sie langsam, um die 
beste öffnungsweite der Blende auszuprobieren. 

Uebung 9. 
Benutzung der Blende. 

Um uns mit der Benutzung der Blende vertraut zu machen, 
stellen wir uns ein Präparat von den fettführenden Stäbchen einer 
jugendlichen Kultur von Bacillus tuniescens in Wasser her und be- 
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obachten dieses Präparat mit der homogenen Immersion \',, genau, 
darauf achtend, bei welcher Blendenstellung die Fetttropfen am schärfsten 
hervortreten, überhaupt das Bild am besten ist Wir zeichnen das 
Bild in der weiter unten erläuterten Weise mit dem Zeichenapparate. 
Hierauf prüfen wir den Stand der Blende, lesen also ab, wie groß der 
Durchmesser der gebrauchten Blendenöffnungen, in '/lo des ganzen 
Blcndendurchmessers ausgedrückt, war. In gleicher Weise prQfen wir 
<ias Objektiv E. 

Bei gutem Tageslichte und bei Benutzung des Planspiegels liefern 
die Linsen von Zeiss bei ungefähr folgenden Blendenweiten in diesem 
Falle die besten Bilder: 

Objektiv A = 0.2 

Objektiv E = 0,2 

Homogene Immersion '/ii = ^'^ 

Apochrom. Immersion ^ 0,4. 



Der kleine (autsetzbare) bewegliche Objekttiseh. 

Der wohl zuerst von C. Reichert in Wien gut durchgebildete 
und von Fleischl, von Marxow (Zeitschrift f. wissenach. Mikroskopie 
1887, Bd. IV, S. 26; siehe auch ebenda 1885, S. 289} " 



Fig. 21. Kleiner beweglicher Objekttiseh (Scibert's 

, Boianisdie FnKUca II. 
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aufsetsbare Objekttisch wird von Zeiss (No. 64, 90 Mk.) und Seibert 
(No. 66, Katalog 1902, 70 Mk.) in guter Auefübruug freHefert. Der 
bewegliche Objekttisch (Fig. 21) wird in folgender Weise an dem 
Stative angebracht. Nachdem man durch den Triebknopf C den Schlitten 
so weit nach vom bewegt hat, daß der Bügel an seinem rechten 
Ende nicht mehr vom Schlitten bedeckt ist, dreht man daa Zahnrad C 
etwaa zurück, schlKgt den Bügel nach links, schraubt den Tulma 
des Mikroskopes hoch, um Spielraum zu erlangen iind flohiebt den Tiüch 
von vom nach hinten auf. Hierauf schlagt man den Büge! nach rechts 
zurück, drückt ihn völlig hinunter, da er sonst den Schlitten, welcher 
durch das Zahnrad B bewegt wird, hemmt, dreht den Schlitten gunz 
zurück und zieht nun die Schraube am Bügel an, für deren Spitze man 
an der Stelle, wo eich daa durch die Schraube eingedrückte Loch be- 
findet , am besten ein kleines Loch durch den Mechaniker einbobren 
lafit. Um verschiedene Objektträger an demselben Apparate benutzen 
zu können, sind die seitlichen Arme A für sich in einem Schlitten 
beweglich imd können in der für die betreffende Größe des Objekt- 
tr&gere geeigneten Stellimg festgestellt werden. 

Der Objektträger wird nun zwischen die Halter A* imd A* ge- 
klemmt und kann dann durch die Triebknöpfe B und C nach vor- und 
rückwärts und nach rechts und links bewegt werden. 

Der Tisch dient zuerst zum bequemen Beobachten kleiner Objekte, 
die durch die Bewegung des Objektträgers mit der Hand leicht aus 
dem Gesichtsfelde verschoben werden können. Femer benutzt man ihn 
zum sorgfältigen Absuchen von Präparaten auf bestimmte Objekte, z. B. 
von Geißel Präparaten auf gute Geißeln. Man stellt zu dem Zwecke 
die linke Ecke des Präparates ein, führt mittelst der Schraube B das 
ganze Objekt durch das Sehfeld, schiebt dann mittelst der Schraube C 
das Präparat um die Breite eines Sehfeldes von sich weg, benutzt 
wiederum die Schraube B u. s. w. Femer soll der Tisch zum Wieder- 
auffinden beobachteter Objekte dienen. Man klemmt zu dem Zwecke 
den in der linken Ecke unten mit einem Kreuze bezeichneten, das 
Objekt tragenden Objektträger in den Tisch, mit dem Kreuze unten 
links, ein, Ktetlt das Objekt mit einem möglichst starken Objektive ge- 
nau ein, liest hierauf an beiden Nonien die Stellung der Nullpunkte 
auf den Skalen ab und notiert sie auf der Etikette des Präparates. 
Will man das Objekt wieder aufsuchen, so stellt man die Nullpunkte 
wieder genau ein, sucht dann mit einem möglichst schwachen Objektive 
das Objekt auf und stellt es hierauf genau in die Mitte des Sehfeldes 
dieses Objektives. Man vertauscht dann das schwache Objektiv gegen 
das zur Untersuchung des Objektes notwendige. 
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Kapitel IX. 

ZeicheDapporat, Zeichenklotz und Objektmikrometer- 

A. Der Abbe'sche Zeichenapparat. 

Litteratur. 

\sehaftlicke Mikroskopie, Bd. Ii. S. 28g. 1894. Arthur 

Wir bedürfen zu unseren Arbeiten mit den kleinsten Organismen 
eines sehr guten Zeichenapparates, welcher eine leichte und sorg^tige 
Keguliening der Helligkeit des Bleistift- und des Objektbildes zuläßt 
leb empfehle für unsere Arbeiten den Apparat Nr. 44a von Zeiss 
((iO Mk.) , der auch in guter Ausführung von Seibert (Mk. 54) geliefert 
wird. Der Apparat Nr. 44 von Zeiss ist wegen seiner unpraktischen 
Befestigungsweise nicht zu empfehlen. Bezüglich der Erklärung der 
Wirkungsweise des !^ichenapparates im altgemeinen verweise ich auf 
mein Erstes mikroskopisches Praktikum (1898, S. 68) und bemerke dazu 
nur noch folgendes: 

Die Helligkeit des BleistiftbJIdes wird durch die drehbare Kappe 
R (Fig. 22), die des Objektbildes durch die Scheibe B reguliert. Es 
sind zwei Prismen (/") beigegeben, von denen dasjenige mit 1 mm 
großem Loche gewöhnlich gebraucht wird, das mit 2 mm großem Loche 
für schwache Vergrößerungen bestimmt ist Beide sind leicht ein- 
zuschieben. Die Lochöffnung des Prismas kann durch die Schrauben H 
und L zentriert werden. 

Man dreht zum Zwecke des Zentrierens die Blende relativ weit zu 
und sieht durch das Loch des Zeichenapparates. Ist das Sehfeld nicht 
frei, oder reicht der rotbraune Kand, der das Sehfeld außen ringsum 
etwas decken kann, an einer Stelle besonders weit in das Sehfeld hin- 
ein, so dreht man die Schrauben in entsprechender Weise^ bis das Seh- 
feld ßo weit wie möglich frei wird. 

Ob die Öffnung des Prismas in richtiger Höhe über einem Okular 
liegt, erkennt man in folgender Weise. Man dreht die Blende des Be- 
leuchtungsapparates ziemlich weit zu, stellt den Spiegel ein und sieht 
aus deutlicher Sehweite auf das Okular hinab. Man sieht dann das von 
dem Okulare entworfene Bild der freien ObjektivÖffnung als helles 
Scbeibchen über dem Okulare schweben. Mit diesem Scheibchen muß 
das Loch im Prisma zusammenfallen. Stellt man richtig ein, so zeigt 
der helle Kreis gegenüber der Prismenöffnung keine Bewegung, wenn 
man aus der deiitlichen Sehweite von oben auf die Prismenöffnung sieht 
und den Kopf seitlich hin und her bewegt 

Zu beachten ist daß der Zeichenapparat verzerrt, wenn die ^'er- 
bindungslinie der Spiegelmitte mit der Ebene der Zeichnung nicht auf 
letzterer senkrecht sieht. 

Die Bilddistanz, welche die Vergrößerung mit bedingt, setzt sich 
zusammen aus der Entfernung der Prismenmiite von der Spiegelachse 
und der Entfernung der letzteren vom Papiere. 

B. Der Objektmikrometer. 
Wir benutzen den Objektmikrometer von Zeiss, welcher einen in 
7,00 mm geteilten, in Glas eingeritzten, geschwärzten und mit einem 
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angekitteten Deckglase versehenen Maßstab trägt (Preis 10 Mk.). Siehe 
hierzu Arthur Meyer 1898, S. 70. 

C. Der Zeichenklotz. 
Würden wir die Zeichnungen auf dem Tische zu entwerfen versuchen, 
80 würden die meisten von uns die Bleistiftspitze nicht mehr deutlich 
erkennen k5nnen. Wir legen deshalb rechts neben das Mikroskop einen 
Klotz aus Lindenholz, wacher 25 cm lang, 15 cm breit und 0,5 cm hoch 
ist und befestigen unser Zeichenpapier auf dessen Oberfläche. 
H 



Fig. 22. Zcichciiappnrat nach Abbe von Zcins, ^', natür). Grösnc- 

Uebung 10- 
Uebung mit dem Zeichenapparate. 

Wir montieren das Mikroskop mit der homogenen Immersion Vis 
und dem Kompeiisationsokular 1'2, dessen Kappe wir abnehmen und 
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setzen den Zeichenapparat bo auf, daß der obere Rand von dessen 
Klemmmge mit dem Rande des Tubus zusammenfällt, also in richtiger 
Stellung steht Wir legen auf die FlSche des Zeichenklotzes ein Stück 
guten, weissen Zeichenkarton, befestigen ihn mit ein paar Reißzwecken, 
legen den Objektmikrometer unter das System und stellen genau ein. 
Hierauf setzen wir die Spitze dee genügend harten, guten, fein ge- 
spitzten Bleistiftes (z. B. Kohinor H H H) auf das Zeicbenpapier genau 
unter die Mitte des Spiegels und regulieren nun durch die Rauch- 
glfiser die Helligkeit des Bleistiftbildes, eventuell auch die des Objekte 
Bildes. Dabei achten wir darauf, daß unsere Bilder beide die größt- 
möglichste Helligkeit zeigen. 

Ist der Bleistift und das Bild des Maßstabes gut zu sehen, so 
zeichnen wir die Striche des Maßstabes sauber auf, kopieren uns dann 
die mittlere Länge des Stückes zwischen zwei Teilstrichen ('/,(„ nun 
Länge) auf das Papier und teilen sie genau in zehn Theile, so daß 
wir einen MikromilUmeter-M^stab erhalten. Zugleich stellen wir die 
Stärke der Vergrößerung fest (für Objektiv >/,i, für Okular 12 und die 
angegebene Entfernung ungefähr 2300). . 

Wir stellen nun femer in gleicher Weise eine Zeichnung nach 
einem Präparate lebender, in Nährlösung liegender Sporaogien von 
Bacillus asterosporus her, die wir, mit einem Schleimflöckdien, einer 
Kultur des Spaltpilzes in NIthrlOsung I entnehmen. Wir achten dabei 
darauf, daß der Bleistift mSglich&t fein gespitzt ist, und daß die Kon- 
turen des Bildes äußerst genau nachgezogen werden. Die äußerste 
Kontur des Bleistiftetriches soll mit der ftnßerstwi Kontur des be- 
treffenden Bildes zusammenfallen. Hierauf nehmen wir das Zeichen- 
papier von dem Klotze und führen die Zeichnung sorgfältig aus. Ist 
das Bild fertig, so vergleichen wir es nochmals sor^ältig mit dem 
Originale, indem wir es nochmals auf den Klotz legen und in Deckung 
mit dem Objektbilde bringen. Die Konturen des gezeichneten Bildes 
müssen dann in der angegebenen Weise mit den Konturen des mikro- 
skopischen Bildes zusammenfallen. Nachdem die Zeichnung fertig ist, 
stellen wir die Dicke und Länge des Sporangiums und der Spore, 
welche im Sporangium liegt, mittelst des Maßstabes fest. In gleicher 
Weise zeichnen wir eventuell ein gutes Geißelpräparat von Bacillus sub- 
tilis. Die Herstellung exakter Zeichnungen der Bakterienmorphoden 
ist für die SpeziesbestJmmung von großer Bedeutung und muß deshalb 
besonders geübt werden. 



Kapitel X. 

Reinzfiehtung der auf Möhren Torkommenileii Bakterien und 
die Trennungsniethoden. 

Uebuns 11. 

Gewfinnung einiger meist au« dem Erdboden stammenden, auf Mfihren 
sitzenden, sporenbildenden Spezies. 

Eine möglichst dicke, ausgereifte Mohrrübe wird unter der Wasser- 
leitung gut abgewaschen, der Länge nach mit einem vorher durch die 
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Flamme gezogenen Küchenmesser halbiert und die Hälfte dann in 
5 cm lange Stücke geschnitten. Die Stücke werden auf die Messer- 
spitze gesteckt, einzeln in eine Schale mit vorher zum Sieden erhitzten 
Brunnenwasser 2 Minuten eingetaucht, um alle Organismen mit Aus- 
nahme der Bakteriensporen abzutöten, und dann alle zusammen in 
eine sterile Glasscliale gelegt, welche auf einem Teller steht, der mit 
Kupfersulfatlösung angefüllt ist. Die Kupfersulfatlösung ist zum Ab- 
halten der aus der Luft einfallenden Sporen bestimmt und muß durch 
Zusatz von Wasser von Zeit zu Zeit wieder auf das ursprüngliche 
Volumen gebracht werden. Die Schale wird durch eine mit Kupfer- 
sulfatlösung ausgespülte Glasglocke bedeckt und bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Nach 2 bis 3 Tagen findet man auf den Möhren- 
stücken gallertartige Kolonien. Dieselben sind aus verschiedenen einzeln 
oder wenigen dicht beieinander liegenden Sporen erwachsen, welche der 
Tötung durch das Erhitzen entgingen, und können, hauptsächlich wenn 
sie von verschiedenen Spezies herrühren, verschiedenartig aussehen. 
Wir wählen je eine kleinste von jeder Art der Kolonien ans und 
impfen davon etwas mit dem. sterilen Flatindrahte auf je eine sterile, 
in ein^r Petrischale liegende Möhrenscheibe. Die Petrischalen stellen 
wir dann auf einen Teller und aufeinander und bedecken sie mit einer 
Glasglocke. Nach 14 Tagen untersuchen wir die Möhrenscheiben darauf 
hin, ob Sporen in den Kolonien gebildet worden sind, indem wir mit 
der sterilen Pktinöse ganz wenig von der Kolonie auf einen Objekt- 
träger bringen und nach Auflegen des Deckglases mittelst des Systemes 
E betrachten. Wenn Sporen vorhanden sind, so bringen wir von jeder 
verschiedenartig erscheinenden Kolonie eine Öse voll Sporenmaterial 
unter den gleich zu lehrenden Vorsichtemaüregeln in ein steriles 
Reagensglas, welches 5 ccm Nährlösung I enthält, und mischen sie 
nach Aufsetzen des Baumwollenbausches. Wenn das Sporenmaterial zähe 
ist, so zerreiben wir es mit der Öse auf der Innenwand des Reagens- 
glases. Nun erhitzen wir das mit dem sterilen Wattebausche ver- 
schlossene Röhrchen 2 Minuten im siedenden Wasserbade. Diese 
Mischung bezeichnen wir als die Verdünnung I des Sporenmaterials. 
So haben wir nun allein Sporenmaterial in dem Gläschen, jedoch ist 
es fraglich, ob dasselbe von einer Spezies abstammt, da sehr wohl zwei 
Sporen von verschiedenen Spezies auf der Möhre dicht nebeneinander 
gelegen haben könnten und zu einer aus zwei Spezies gemischten 
Kolonie erwachsen sein könnten. Um die Spezies nun sicher rein 
zu erhalten, wenden wir auf das Sporenmaterial einer jeden Kolonie 
zuerst Koch's Methode zur Isolierung der Spezies aus Speziesge- 
mengen an. 

Gelatineplatten. Wir stellen drei sterile, nicht über l cm 
hohe Petrischalen nebeneinander auf den Tisch. Wir entzünden eine 
Runsenflamme, legen die abgehitze Platinöse bereit und stellen ein 
niedriges Trinkglas mit etwas Brunnenwasser daneben. In drei Reagens- 
gläsern, welche je 5 ccai Nährgetatine enthalten, schmelzen wir letztere 
durcii Einstellen in ein Wasserbad von 40" bis lOO" und lassen sie 
dann bis zur Handwärme abkühlen. Hierauf sengen wir den Watte- 
pfropfen des die Verdünnung I enthaltenden Glases und des Gelatine- 
röhrchens etwas in der Flamme ab, um anhängenden Staub zu ent- 
fernen. Wir halten das Glas mit der Verdünnung I möglichst wagrecht 
in der Unken Hand, um das Hineinfallen von Organismen aus der Luft 
zu vermeiden, und entfernen die Watte, die wir dann zwischen Mittel- 
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finger und Goldfinger der linken Hand so fessen, daß wir den unteren 
Teil der Watte nicht berühren; hierauf erhitzen wir den Rand des 
Reagensröhrchens. unter Drehen des letzteren um seine Achse, so in 
der Flamme, daß dort alle Organismen absterben mDssen, nehmen 
nun den Wattebausch des ersten Gelatineröbrchens ab und zwischen 
den kleinen Finger und den Goldfinger der linken Hand und hitzen 
auch den Rand des Gelatineröbrchens ab. Letzteres stellen wir dann in 
ein niedriges Trinkglas, so daß es etwas scliräg »teht. 

Wir tauchen nun die Platinöse etwas tief in die Verdünnung I 
ein und mischen das Herausgenommene mit der geschmolzenen Gelatine 
des im Glase stehenden Reagensrohres. Nach Aufsetzen des Watfe- 
pfropfens schwenken wir tüchtig um, ohne die Watte zu befeuchten. 
Die Verilünnung I haben wir nun -nicht mehr nötig. 

Von der Verdünnung H stellen wir in gleicher Weise unter 
Benutzung eines weiteren Gelatineröbrchens die \'erdünnung III und 
TOn dieser die Verdünnung IV her. 

So haben wir dann drei Reagensgläser mit geschmolzener Gelatine, 
in welchen sich die Sporen in sehr verschiedener Menge finden. 

Wir gießen nun die Verdünnungen II, III, IV in dünner, höchstens 
2 mm dicker Schicht in die drei Petrischalen aus. Es geschieht das 
in der Weise, daß wir zuerst das Röhrchen, welches wir ausgießen 
wollen, öffnen, indem wir es fast wagerecht halten, dann den Rand 
desselben so weit abhitzen, als wir ihn über die Schale halten müssen. 
Hierauf heben wir den Deckel einer der drei Petrischalen so in die 
Höhe, daß er immer über der unteren Sehale bleibt und als Stauhschutz 
dient, und gieöen, im Schutze des Deckels, die genügende Menge der 
Gelatine aus dem Gelatineröhrchen in die Petrischale aus, um danach 
sofort den Deckel wieder aufzulegen. Sind alle drei Petrischalen ge- 
gossen, so stellt man sie auf einen Forzellanteller, decl^ sie mit einer 
Glasglocke zu und stellt sie hei Zimmertemperatur beiseite. 

Schon nach 24 Stunden muB man die Schalen nachsehen und die 
Beobachtung derselben dann alle zwölf Stunden wiederholen. Es werden 
bald mehr oder weniger zahlreiche Kolonien auftreten, die zahlreichsten 
in der Verdünnung II. Wir warten so lange, bis die größte Kolonie 
einer Schale etwa li mm Durchmesser erreicht hat und untersuchen 
dann unsere Schalen genauer. Wir achten zuerst auf die Dichtigkeit 
der Lagerung der Kolonien. Wir dürfen die Kolonien zur Weiterzucht 
nur von denjenigen Schalen entnehmen, in welchen ilie Kolonien nicht 
zu dicht liegen, denn bei zu dichter Lagerung liegt die Gefahr zu nahe, 
daß auch Sporen zweier Spezies an der Bildung der Kolonie beteiligt 
gewesen sind. Am besten ist es, wenn die Schale, von welcher wir 
impfen, nicht mehr als 10 bis l.'t Kolonien enthält. Wir legen nun 
eine der Schalen unter das Mikroskop und betrachten sie. ohne sie zu 
öffnen, indem wir den Boden der Schale nach unten oder auch nach 
oben kehren, bei richtiger Stellung der Blende. Wir fassen zuerst die 
Oberflächenkuituren ins Auge und vergleichen diese allein miteinander, 
um zu untersuchen, ob sich unter ihnen solche von wesentlich ver- 
schiedenem Aussehen vorfinden. Dabei achten wir vorzüglich auf folgende 
Momente. 

1. Verflüssigt die Kolonie? 2. Wie ist die Gestalt der ganzen 
Kolonie und der Bau des Randes der Kolonie? 3. Wie ist die Farbe? 
4. Wie verhält sich die feinere Struktur der Kolonie? Hierauf ver- 
gleichen wir auch die tiefer liegenden Kolonien unter sich. Oberflächen- 
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kolonien und Tiefenkolonien untereinander zu vergleichen ist zwecktos, 
da dieselbe Spezies verschieden wächst, wenn sie auf der Oberfläche 
oder in der Gelatine entsteht. Haben wir voneinander verschiedene 
Kolonien entdeckt, oder haben wir entschieden, daß alle Kolonien von 
einer Spezies herzurühren scheinen, so stellen wir die Schale, welche 
die am besten isoliert liegenden Kolonien enthält, aufrecht unter äas 
Mikroskop, Öffnen den Deckel und stellen eine Kolonie mit Objektiv A 
sorgfältigst ein. Hierauf nehmen wir mit der sterilen Platinnadel vor- 
sichtig, ohne eine andere Kolonie zu berühren, eine Spur von der Ober- 
fläche der Kolonie hinweg. Die Nadel streichen wir sofort auf der 
Fläche des Agars eines Agarröhrchens ab, um uns auf diese Weise 
eine Kultur der Spezies auf Agar anzulegen. Hierauf überzeugen wir 
uns durch noclimaliges Betrachten der Kolonie, ob wir auch wirklich 
die gewünschte Kolonie berührt haben. In gleicher Weise impfen wir 
von allen verschiedenen Arten der Kolonien ab und stellen die ge- 
impften Agarrßhrchen in den Brutschrank (28 <> C). Die spätere Unter- 
suchung der Kulturen wird dann zeigen, ob in jeder Kolonie wirklich 
nur eine Spezies vorhanden ist, was meist der Fall sein wird. 

Die reingezüchteten Spezies stellen wir beiseite. Um sie später zu 
bestimmen. 

Allgemeine Bemerkungen über einige andere Methoden der 
Isolierung. 

Will man ans zu pulverisierenden Objekten, z. B. Bodenproben. 
Einzelkolonieoi auf organisierten NSlirsubstraten züchten, so kann man 
so verfahren, daß man das Objekt, z. B. den Boden, gut trocknet^ 
pulverisiert und ganz fein auf die Kartoifelscheiben etc. aufstäubt. 

Die Verdünnungen kann man unter Umständen, statt in Rea- 
gensgläsem. auf emem sterilen Objektträger herstellen. Man setzt zu 
dem Zwecke (am besten unter einem Scbutztrichter) auf einen sterilen 
Objektträger vier Tropfen der Nährlösung I. Hierauf bringt man mit 
einer kleinen Platinöse eine Spur des Sporenmaterials von der Möhre 
in den ersten Tropfen, mischt sehr sorgfältig, glüht die Öse ab, 
um einen Ueberschuß des Sporenmateriale zu vernichten, der an der 
Öse kleben könnte, und nimmt nach dem Erkalten der Öse eine 
neue Spur der Verdünnung I zur Vermischung mit dem zweiten 
Tropfen. So fährt man fort, bis auch die Verdünnung IV hergestellt ist. 

Die Isolierung der Sporen auf der Agarfläche kann man auch 
dadurch erreichen, daß man in die Verdünnung eine Platinnadel oder 
einen durch Liegen in 70prozeiitigem Alkohol sterihsierten, in sterilem 
Wasser nachgewaschenen, kleinen Pinsel eintaucht, den pian am Rande 
eines sterilen Objektträgers etwas abstreicht, und mit diesen Instru- 
menten hintereinander an aq]it bis zehn Stellen der Agaroberfläche ge- 
sonderte, gerade Striche anbringt Es erhält dann jeder folgende Strich 
etwas weniger Sporenmateriat als der vorhergehende, so daß im letzten 
Strich die Sporen am isoliertesten liegen. Die Agarflächen, welche maa 
bei dieser Methode benutzt, müssen etwas älter und trockener sein, und 
es muß das Kondenswasser aus den Schalen ausgegossen sein. (Siehe 
dazu auch Kruse, Centralbl. f. Bakteriologie, Bd. XV, S. 419.) 

Um stark aeroben, nicht sporenbildenden Formen, welche auf 
Agar besser wachsen als auf Gelatine, oder besser bei höherer Tem- 
peratur wachsen als bei gewÖhnUcher Temperatur, die Möglichkeit zur 
Entwickelung zu geben, kann man auch in folgender Weise Kulturen 
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auf Agar herstellen. Man gießt einige Tage vor Beginn des Versuches: 
in drei Agarschalen je den Inhalt eines geschmolzenen Agarröhrchens 
aus und stellt die Agarschiden schräg, so daQ die Agarmasse in schräger 
Schicht erstarrt. Man stellt zur Ausführung der Impfung die Schalen 
bereit, ebenso die Flamme und die Platinöse und verfährt im allge- 
meinen, vie es bei den Gelatineplatten gelehrt wurde. Man stellt, wie 
dort, nur mit dem Unterschiede, daß man Reagensgläser mit je 5 ccm 
Nährlösung I benutzt, vier Verdünnungen von dem Materiale her. Von 
der zweiten, dritten und vierten Verdünnung gießt man hierauf je so- 
viel auf die Oberfläche des Agars je einer Schale, daß die Oberfläche- 
des Agars von einer äußerst dünnen Schicht der Lösung gerade bedeckt 
ist Man schließt die Schale, verteilt die geringe Flüssigkeitsmenge 
durch Bewegen der Schale möglichst gleichmäßig auf der Agarfläche,. 
läßt die Schale dann eine Stunde stehen und gießt hierauf die Flüssig- 
keit, welche sich an der Basis der Agarschicht ansammelte, völlig ab. 
Dann stellt man die Schale bei 28** (eventuell auch bei höherer oder 
bei gewöhnlicher Temperatur) beiseite. Die sich entwickelnden Kolonien 
werden behandelt, wie es bei den Gelatineplatten gelehrt wurde. (Siehe 
dazu auch Basti, Centralbi. f. Bakt, 1895, Bd. XVII, S. 556 ; Bd. XVIII.. 
S. 203; Freudenreich, ebenda, 1894, Bd. XV, S. 643.) 

Erwähnt muß auch die VerdOnnungsmethode (alehe Hübppe, 1891,. 
S. 306; Kloecker, 1900, S. 84; Hakseh, Zeitschrift f. wiss. Mikrosk. 
1884, S. 191) werden. Man bestimmt in der Lösung, welche das Bak- 
teriengemiscb enthält, die Zahl der Individuen, welche in 1 ccm des- 
selben enthalten sind, mit Hilfe einer Zählkammer (Zählkammer von 
Thoha mit Deckgläschen von 0,18 — 0,20mm, bezogen von Zeiß). Einen 
Teil der Lösung verdünnt man dann so mit Nährlösung oder Wasser^ 
daß in 1 ccm derselben nur ein Individuum vorkommt. Man schüttelt 
Ifingere Zeit stark, um das Material zu zerteilen, und impft mit je^ 
7 Tropfen der fortgesetzt geschüttelten Flüssigkeit 25 bis 50 Kölb- 
chen mit 10 — 20 ccm Nährlösung. Mindestens die Hälfte der Kölbchen 
muß steril bleiben, wenn die Verdünnung richtig war. In einem oder 
dem anderen Kölbchen wird dann wahrscheinlich eine Reinkultur ent^ 
stehen; vielleicht finden sich in verschiedenen Kölbchen Reinkulturen 
verschiedener Spezies. 

Bei Hefen sieht man, wenn die Kölbchen recht ruhig stehen, sich 
am Boden aus jedem Individuum eine Kolonie entwickeln. 

FOr Hefen verweise ich auch auf die zweite Reinzuchtmetliod& 
Hakseh's (1883), Kloecker, 1900, S. 88) und die Tröpfchenmethode 
Ijndner's (1893), Lindner, Mikroskopische BetriebskontioUe in den 
G&ningsgewerben, 2. Aufl., Berlin 1898), sowie auf die Kombination 
der beiden Methoden in dem Verfahren Schönpeld'b (Kloecker 1900,. 
S, 92). 



,v Google 



Kapitel XI. 

Kultur in FIQssiekeit im Reagensglaae, Sporen und Membraii- 

färbungen derselben, Bewegung der Scbwärmoidien, 

Ruhestäbeben, Sporenbildung, Schleioi and Glykogen. 

Uebuns 12. 
Ueber Bacillus asterosporus. 

Litteratur. 

Artbar Meyer, Studien über die Morphologie und Entmicilungigeschichte der 
Sakterirn, ausgeführt an Astasia aiterospora A. 31. und Bacillvs tumeicent Zopf; 
Flora, Erg.-Bd. iSg?, 84, Bd.. Mrft 3. Migula, H'cittrr Untersuchungen über Aitasia 
aiterospora Meyer; Flora, iSgS. S5. Bd.. S. 141. Arthur Mejer, Ueber Ceisseln, 
Retervestoff; Kerne und Sporenbildiing der Bakterien. ■ Flora iSgg, 86. Bd., S. 4^8. 
CoHhell, Botanische Beschreibung einiger Bodenbakterien, C. f. B. igoi, IL Abt.. Vit. 
Bd. Na. 12 u.f., S. 727. 

Wir haben früher Bacillus asterosporus auf Möhreoscheiben ge- 
impft (Uebung ()b). Wenn die Kultur ungefähr 14 Tage alt ist, so 
«ind die Sporen dieser Kulturen so weit ausgereift, daß wir sie benutzen 
können. 

Wir nehmen mit der PlatinÖse eine gröüere Meuge des Sporen- 
materials ab, bringen es in 1 ccm Nährlösung I, welche ^ch in einem 
sterilen Reagensglase beJindet und erwärmen das Reagensglas zwei bis 
drei Minuten in einem vorher zuth Sieden erhitzten Wasserbade, so daß 
alle Zellfäden und Oidien abgetötet werden, die Sporen allein am Leben 
bleiben. Nur wenn wir von einem solchen („abgekochten") Materiale 
»usgehen, welches nur Sporen enthält, ist es möglich, Kulturen zu er- 
halten, welche nach annähernd bestimmter Zeit Bestimmtes zeigen. 

Impft man Reagensgläser, welche 5 ccm sterile Nährlösung ent- 
halten. Je mit ein paar Ösen der die Sporen enthaltenden Nährlösung, 
und stellt man sie in den Brutschrank, dessen Brutraum eine konstante 
Temperatur von 28" C. hält, so findet man, daß diese Kulturen un- 
gefähr die folgende Entwickelung nehmen. 

Man tindet nach 14^18 Stunden Schwärmoidien, 
nach 24: Stunden Ruhezustände, " 
nach 48 Stunden Sporangien, 
nach i'A Stunden isolierte Sporen. 

Richten wir uns hiernach, so können wir, wenn wir Kulturen zur 
zweckmäßigen Zeit in Gang setzen, die für die folgenden Beobachtungen 
nötigen En^wickelungszustände der Spezies stets rechtzeitig zur Hand 
haben. Wollen wir z. B. Schwärmer beobachten, so setzen wir abends 
fünf Uhr, sechs Uhr und sieben Uhr je eine Kultur mit Nährlösung I an 
und haben dann sicher gegen zehn Uhr morgens, am anderen Tage, 
schöne Schwärmer. 

Wir impfen vier Gläser mit Nährlösung in der oben angegebenen 
Weise zur passenden Zeit, stellen sie bei 28 " in den Brutschrank und 
beobachten die Entwickelungszustände der möglichst wenig ge- 
schüttelten Kulturen teils makroskopisch, teils, indem wir mit der 
Platinö&e passendes Material herausnehmen, mikroskopisch, täglich zwei- 
mal, um einen allgemeinen Ueberbhck über die Entwickelungsgeschichte 
der Spezies zu erlangen. 

Wir finden also nach 14 bis 18 Stunden Schwärmer in lebhafter 
Bewegung, wenn wir eine Spur der Flüssigkeit, ohne Deckglas, mit 
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dem Objektiv E beobachten. Ist die Kultur 23 bis 24 Stunden alt, so 
ist sie meist stark getrübt, man sieht sehr kleine Häufchen in der 
Flüssigkeit schwimmen und bemerkt wohl schon eine schwache Gas- 
entwickelung. Fischt man ein Häufchen heraus und beobachtet es unter 
dem Deckglase mit der Immersion, ■ so findet man, daß es aus ruhenden 
Oidien besteht, die nicht in Sporenbildung begriffen sind und bemerkt 
wohl noch Schwärmer in der FItissigkeit. Die üasentwickelung nimmt 
nun mit der Zeit weiter zu, die Stäbchenhaufen vergrößern sich zu 
schleimigen Flocken, welche sich, durch Gasblasen getragen, auf der 
Oberfläche der Flüssigkeit ansammeln. Nach ÖO Stunden ist die Gas- 
entwickelung meist schon beendet, die Schleimflorken haben sich dann 
zu Boden gesenkt und in ihnen finden sich unter den ruhenden Stäb- 
chen viele solcher, welche Sporen zu entwickeln beginnen. Nach 
60 Stunden sind meist schon freie Sporen in der Kultur, vorzüglich 
am Boden des Reagensglases, aufzufinden. Nach etwa vier Tagen steht 
das Wachstum der Kultur völlig still. 

Während der Zeit, welche über der Entwickelung der vier Kulturen 
verstreicht, beginnen wir schon damit, die verschiedenen Morpboden 
der Spezies genauer zu untersuchen, für deren \'orhandensein wir also 
durch rechtzeitiges Ansetzen neuer Kulturen sorgen. Soweit es möglich 
ist, entnehmen wir passendes Material auch unseren vier Kulturen. 

Die Sporen, die Exine und Intine und deren Färbung. 
Wir benutzen Sporen , welche wir von der alten Möhrenkultur 
oder von einer Dextroseagarkultur mittelst der sterilen Platinöse ent- 



Fig. 23- Bacillus HHteroeponis. Sporencntnickelung im 

SporaneiuDi von Bacillus aaCerosiiorua, g AnfangKstadiuni, 

I Endsladimn, ni und n freie Sporen de» Spaltpilzes. 

nehmen. Wir stellen mit der homog. Immers. Vu "nd dem Kompen- 

sationsokulare 4*) ein und untersuchen dann mit dem Kompensations- 

•) In allen Fällen ist mit Vorteil für die ImmerBion ' \, die Apochroniat- 

Immersion lu verwenden, w 
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okulare 12 genauer. Zuerst untersuchen wir in Wasser. Die Spore 
zeigt eine in Exine und Inline gegliederte Membran, welche das Stäb- 
chen einschließt. Die Exine der Membran tri^ Leisten, welche am 
besten zu erkennen sind, wenn man eine aufrechtstehende Spore be- 
trachtet, so daß man den optischen Querschnitt der gestreckten Spore 
sieht (Fig. 23 n). In der Figur ist die Eiine dunkel gehalten, die 
helle Partie um die innere, dunkle Kreisfläche ist die Intine, die Kreis- 
flfiche ist das Stäbchen. Liegt die Spore auf der Seite (Fig. 2.3 m), so 
ist die Struktur der Membran schwieriger zu erkennen. Wir setzen 
nun seitlich etwas Jodjodkaliumlösung [scA] an das Decl^as und 
beobachten die Einwirkung des zu den Sporen eindringenden Reagenses. 
Zuerst förbt sieb die Exine durch das Jod, dann aber nimmt die ganze 
Spore das Jod auf. 

Wir beobachten dann femer das Verhalten der Spore gegen 
Fuchsinlösung (»). Wir setzen eine Öse voll des vorher mit etwas 
Wasser auf einem Objektträger verdQnnten Sporenmaterials auf einen 
Objektträger, fügen eine Spur ('/g Öse) der Fuchsinlösung hinzo, mischen 
gut mit der Platinöse und legen dann ein Deckglas auf. Nach zehn Minuten 
beobachten wir. Wir finden, daß zuerst die Exine, dann nach und 
nadi audi dte Intine geffrbt «ird. Das Stäbchen erscheint nur bei zer- 
quetschten Sporen rot geerbt Zerquetschung der Sporen findet sehr 
leicht statt, wenn man auf das Deckglas drückt Man sehe sich zer- 
quetschte Individuen an, die man erhält, wenn man mit einem Glas- 
Btabe einen Druck auf das Deckglas ausübt, Methylenblau (1 -|- 10) 
wenden wir in ganz gleicher Weise zur Färbung an wie die Fuchsin- 
lösung. Wir finden, daß Exine und Intine zugleich gefärbt werden. 
Nach Grah fiirben sich anscheinend Exine und Intine nicht besser als 
mit Methylenblau. 

Bei allen diesen Beobachtungen fSIlt uns vielleicht auch hie und 
da bei manchen Sporen auf, daß die Leisten der Exine mit kleinen 
Zähnchen versehen sind, die im Bilde nicht dargestellt sind. 

Die Schwärmoidien. Wir nntersncben eine ungefähr 14 bis 16 
Stunden alte Reagenglaskultur in Nährlösung I, die wir also ungefähr 
abends zwischen 5 und 7 ansetzen und morgens zwischen 9 und 11 
untersuchen. Wir bringen ein Tröpfchen der Flüssigkeit auf den 
Objektträger, legen ein Haar dazu, decken ein Deckglas auf und be- 
obachten mit Objektiv E und einem schwachen Okular, zuletzt auch 
mit Immers. </,„ um alle Formen der Oidien und alle Formen ihrer 
Bewegung genau zu studieren. 

Jeder der kleinen Schwärmer, welcher in unserer Kultur nach 
etwa fllnf bis acht Stunden aus der Spore ausschlüpfte und sofort 
Geißeln erhielt, hat sich in späterer Zeit fortgesetzt in neue Schwärmoi- 
dien geteilt, und wir finden so jetzt in der Kultur zahlreiche Schwärmer, 
die schon bei ihrer Entstehung un^eich lang angelegt werden, dann 
auch ungleich heranwachsen, ehe sie sich teilen. Manche Schwärmer 
zeigen schwache Einschnürungen als Zeichen der beginnenden Teilung; 
bei solchen, die kurz vor dem Zerfalle in zwei neue Schwärmoidien 
stehen, ist die Einschnürung sehr tief, so daß man solche Formen als 
Doppelschwärmer bezeichnen kann. Alle Schwärmer sind in lebhafter 
Bewegung. Meist ist dieselbe im allgemeinen eine geradlinige Vorwärtsbe- 
wegung. Die meisten Stäbchen wirbeln, ohne sich um ihre Längsachse zu 
drehen, während dieser Vorwärtsbewegung nach rechts und links hin und 
her. Der Drehpunkt des Schwärmers liegt dabei meist dem Vorderende 
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stark genähert. Manchmal drehen sich die StÄbchen aber auch um ihre 
Längsachse, was man bei gekrümmten Stäbclien leicht beobachten kann, 
deren Vorder- und Hinterende dabei einen Kreis beschreiben. Stäbchen 
mit schwacher Einschnürung in der Mitte wackeln oft mit gleichem 
Ausschlage beider Enden, und es sieht dabei manchmal so aus, als 
schlängelten sie sich, weil der Schwänner in der Einsclinürung cbarnier- 
artig beweglich ist; bei tieferer Einschnürung hndet ein starkes Hin- 
und Herschleudem der beiden Hälften statt. Die Schwärmoidien ändern 
oft, ohne daß sie sich drehen, ihre Bewegungsrichtung. 

Wir setzen zum Präparate seitlich etwas Methylenblaulösung 
(1-|-10); es färben sich d&na die Schwärmer nach und nach und 
bleiben dabei anfangs völlig in Bewegung. Zuerst färbt sich die Mem- 
bran der Schwärmer, soweit sie nicht außen in Gallerte übergegangen 
ist, dann nimmt der Frotoplast den Farbstoff auf. Abgestorbene Stäb- 
chen färben sich sofort in allen ihren Teilen. 

Man kann die Schwärmer sofort zum Absterben bringen, wenn 
man das Präparat, ohne Deckglas, einige Augenblicke über den Hals 
einer Flasche mit Osmiumsäurelösung (einprozentige Osmiumsäure) 
hält, ebenso tötet Formaldehyd sehr schnell. Wir fügen zu einem 
Präparate ein wenig Formol mit der Platinöse hinzu und setzen dann, 
nach Auflegen des Deckglases, seitlich etwas Methylenblaulösung hinzu. 
In den toten, gefärbten Stäbchen erkennen wir leicht ein bis vier 
hellere Stellen, welche ein bis vier einzelne Vakuolen oder auch Vaku- 
olenkomplexe sind, welche durch kräftige Ptasmabrücken getrennt sind, 
in denen später die Quermembranen entstehen ; hie und da sieht 
man in einer solchen Flasmabrücke schon die forblose junge Membran 
liegen. 

Die Ruhestäbchen vor der Sporenbildung. Wenn man aus 
16 Stunden alten Agarkulturen eine Kleinigkeit des Bakterienmateriales 
herausnimmt und, mit etwas Nährlösung verdünnt, auf dem Objekt- 
träger beobachtet, so kann man oft sehen, daß sich die Schwärmer 
in dem Tropfen nach gewissen Zentren hinbewegen und dort zur Ruhe 
kommen, indem sie zugleich Schleim abscheiden. Mittelst des Schleimes 
verkleben sie zu kleinen, runden Kolonien, welche durch Wachstum 
und Teilung der zur Ruhe gekommenen Stäbchen, sowie durch Hin- 
zuschwärmen neuer Oidien sich fortgesetzt vergrößern. Es interessieren 
uns hier nun die in Ruhe gekommenen, sich im Ruhezustände noch 
weiter teilenden Stäbchen, deren festeren, inneren Membranpartien stark 
verquollene Schleimschichten aufsitzen. Zu ihrer Untersuchung be- 
nutzen wir 40 Stunden alte Kulturen in Nährlösung I (setzen wir 
abends (i Uhr an, so können wir nach zwei Tagen um 10 Uhr morgens 
untersuchen), in welcher Schleimflocken aus Ruliestäbchen schwimmen, 
in denen hie und da schon die Sporenbildnng beginnt Wir fischen 
mit der sterilen Platinöse ein kleines Schleimflöckchen heraus, legen es 
unter ein Deckglas und untersuchen es genau mit der Immersion. 
Wir finden die meisten Stäbchen in Riihe, nur wenige sehr kurze 
bis sehr lange Schwärmer bewegen sich zwischen den Ruhestäbchen 
hin und her. Die Ruhestäbchen sind meist ein- bis zweilang (das 
heißt ein- bis zweimal so lang wie ein normales Sporangium). können 
jedoch auch bis über 15-lang werden. 

Die Sporenbildnng und der Glykogen nach weis. Wir 
bringen ein Sclileimflöckchen aus einer ungefähr 4H Stunden alten 
Kultur in Nährlösung I unter das Deckglas und untersuchen mit der 
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Immersion, bei sorgfältig regulierter, nicht zu weit geöffneter Blende. 
In zahlreichen einzelligen, meist spindelförmig angeschwollenen Stäbchen, 
den normalen Sporangien {Fig. 23 i, k, /), sehen wir, meist dem einen 
Ende des Sporangiums genShert, eine Spore liegen. Nicht selten sind 
die Sporangien trommel&chl&gelfömiig und fOhren auch, wenn sie zwei- 
lang sind, hie und da zwei Sporen. Die Sporangien sind mit einer 
ScblcimhQlle umgeben. 

Wenn wir sehr viele Sporangien durchmustern, so werden wir 
alle Stadien der Entwickelung der Sporangien und ihrer Sporen auf- 
finden können. Wir wollen in einem oder in mehreren Präparaten 
nach den im folgenden beschriebenen Entwickelungsstadien der Sporan- 
gien suchen und sie alle nach der Natur zeichnen. Wir wenden dabei 
die Vi* Immersion, eventuell auch die Apochromatimmersion an. 

Die erste Erscheinung, welche den Beginn der Sporenbildung ver- 
rät, ist eine Änschwellnng de^ Knhestäbchens . wobei zugleich eine 
Zuspitzung des jungen Sporangiums eintritt. Zugleich sieht man in 
einem solchen jungen Sporangium an dem einen Ende eine mehr oder 
weniger deutlidie, bei tiefer Einstellung etwas heller als das umgebende 
Zytoplaama ersdieinende Vakuole auftreten (Eig.. 2.3- g). Nidit seltM 
gelingt es, in der Vakuole einen Zellkern, ohne Färbungsmitte). direkt 
als ein stärker lichtbrechendes, bei hoher Einstellung also helles, bei 
tiefer Einstellung also relativ dunkles Körperchen (Fig. 23 h) zu er- 
kennen. Der Inhalt der Vakuole wird hierauf dichter, so daß die Stelle 
der Vakuole jetzt stärker licbtbrechend erscheint, als das sie umgebende 
Zytoplasma (Fig. 23 t). Die Sporenanlage, welche noch vom Zytoplasma 
umgeben ist, wird immer stärker lichtbrechend, und es bildet sich zu- 
gleich meist eine helle Zone um die Sporenanlage (Fig. 23 k). Die 
Spore ist jetzt noch nackt und umgibt sich weiter sehr langsam mit 
der Sporenmembran (Fig. 23 /), auf der schliesslich die Leisten aus- 
gebildet werden. Zuletzt löst sich die Membran des Sporangiums auf, 
dann auch der Rest des Zytoplasmas, welcher unter Umständen der 
Spore noch einige Zeit nach der Lösung der Membran anhaften kann. 

Wir suchen also nun in dem Materiale unserer Kultur nach 
Sporangien mit fast oder gtmz reifen Sporen, welche der Fig. 23 l 
entsprechen, dann nach solchen, die den Zuständen k. i, h und g ent- 
sprechen. In denjenigen Sporangien, in welchen der Sporeninhalt fast 
genau so lichtbrechend ist, wie das umgebende Zytoplasma, können wir 
dabei, bei. sehr, genauem Zusehen, vorzüglich bei hober Einstellung 
den relativ stark licbtbrechenden Zellkern als kleines Pünktchen er- 
kennen. 

Wir bringen dann etwas des Materials, ein kleines Flöckchen des- 
selben, unter ein Deckglas, setzen seithch ein "wenig' Jodjodkalium- 
lösung k zu und beobachten sofort die an der Grenze zwischen der 
eindringenden Jodlösung und der ungefärbten Flüssigkeit liegenden 
Sporangien. Mit dieser „k-Jodmethode" erkennen wir bei sehr ge- 
nauem Zusehen meist den Zellkern in dem der Fig, h ent- 
sprechenden Stadium relativ dunkelbraun geßrbt und nicht selten viel 
heller braune Plasmafäden, an welchen der Kern aufgehängt ist, daneben 
oft in dem Zytoplasma noch einen zweiten Kern. In Stadien, welche 
der Fig. k entsprechen, erscheint die Spore braun wie das Zytoplasma 
gefärbt und von einer hellen Zone umgeben, und meist erkennt man 
auch die in der Figur k angedeutete helle Vakuole. 
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Dann gehen wir dazu Aber, in den jugendlichen Sporangien das 
Glykogen -nachzuweisen, welches hier als Reservestoff meist gespeichert 
ist Zu dem Zwecke bringen wir eine Ose voll des Materials auf den 
Objektträger und mischen es mit einer Spur Jodjodkaliumlösung seh. 

Der Jodzusatz muß so bemessen werden, daß die Flüssigkeit farb- 
los bleibt, das Zytoplasma ganz schwach bräunlich geife-bt erscheint 
Beobachten wir so behandelte junge .Sporaugien mit der Immersion 
bei ziemhch weit geöffneter Blende, so sehen wir tief rotbraun ge- 
färbte Flecke und Binden in den Sporangien, welche aus dem sich mit 
Jod rotbraun färbenden Kohlehydrate bestehen. Besonders gut gelingt 
die Reaktion, wenn man Material verwendet, welches von einer 40 
Stunden alten, mit der Sporenbildung beginnenden Agarkultur stammt. 
Eine solche stellen wir uns her. wenn die Reaktion mit dem in Nähr- 
lösung gewachsenen Materiale nicht gelingen sollte, um sie zum Nach- 
weise des Glykogens in den jungen Sporangien zu verwenden. 



Kapitel XII. 
Allgemeines Ober das Olykogen. 

Litteratur. 
Seljerlnck, Utber die Butylatiokolgärung und dat Butylfermfnt. Verhand-- 
hingen der Koninklijken Akademie van Weienschäppen te Amsterdam I8g3, 11. Sect. Deel. 
I Ne. 10. Arthur Meyer, lieber Ceüseln. Reservettoffe. Kerne und Sporenbildung der 
Bakterien. Flora 1899, Bd. LXVf, Heft /j. Gotthell, Ceniralbl. f. Bakt. igoi. II. 
Abt., Bd. VII, S. 430. Grimme, Dissertation, Marburg igoi. 

A. Allgemeines. 

Wichtige, zur Gruppe der Kohlehydrate gehörende Reaervestoffe 
der Bakterien, die vorzüglich vor der Sporenbildung reichlich in den 
Zellen der Bakterien auftreten, sind das Glykogen (Bakterienglykogen) 
und die gewöhnlich „Granulöse" genannte Substanz, welche wir, um 
anzudeuten, dafi sie wahrscheinlich nicht mit der Stärkesubstanz identisch 
ist, „logen" nennen wollen. 

Beide Stoffe sind farblos und liegen im Zytoplasma in ¥otm 
relativ stark licht brechender, zähflüssiger Massen. Beide Stoffe lösen 
sich, wenn man die Bakterien drei Hinuten im Reagensglase mit 5 com 
Wasser und 2 Tropfen konzentrierter Schwefelsaure kocht; sie lösen 
sieb in Malzauszug in 24 Stunden bei 28** C. 

Mit sehr verdünntem Jodjodkalium färbt sich das Glykogen rein 
braun, da» logen rein blau. Sind beide Kohlehydrate, die vielleicht in 
demselben Verhältnis zueinander stehen wie die Amylose zum Amylo- 
destrin, miteinander in der Zelle gemischt, so fftrbt sich das Gemisch 
bei Zusatz von äußerst wenig Jod blau, bei Zusatz von viel Jod braun. 

In angetrockneten mit konzentrierten Fuchsinlösungen, Metbj'lenblau- 
lÖBungen oder nach Gkau gefttrbten Bakterien tritt das Glykogen als 
heller als das Zytoplasma gefärbte Stelle hervor (Griume 1902, S. 5ö). 

„Glykogen" ist auch bei den Pilzen gefunden worden, ebenso bei 
den Zyanophyzeen, doch ist es fraglich, ob alle diese Körper völlig 
identisch sind. 
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Die verschiedenen Bakterienspezies verhalten aich bezüglich des 
Vorkommens des Glykogens verschieden. Bestimmte Spezies erzeugen 
leicht Glj'kogsQ, andere sind stets frei davon. Andere Spezies erzeuf;en 
neben Glykogen logen. Von den von uns genauer untersuchten Spezies 
(ÖOTTHBIL, S. 460) erzeugen unter gewöhnlichen Umstanden kein Gly- 
kogen, dafür Fett: Bac. Ellenbachensis, graveolens, mycoides, Petasites, 
ruminatus, tumcscens, erzeugen Glykogen: Bac. Carotarum, simplex, 
cohaerens, asteroaporua, subtilis. Es erzeugen logen neben Glykogen: 
manche sog. Amylobacter-Arten. 

Das Glykogen la&t sich viel reichlicher und leichter in mit abge- 
kochten Sporen angelegten Kulturen von Bacillus cohaerens (von Ejul 
zu beziehen), die auf Agar 60 Stunden lang bei 28" wuchsen, nach- 
weisen. Wir studieren eventuell die Reaktionen des Glykogens an diesem 
Objekte. Das logen kOnneu wir an einer Amylobacter-Art studieren, 
welche wir nach der folgenden Anleitung leicht fangen können. 

B. Methode zur Züchtung von Amylobacterarten. 

Man züchtet sich Amylobacterarten leicht nach der Methode, die 
Beuerince (1893, S. 10) angegeben hat. Man bringt in einem hohen 
und schmalen Becherglase 100 ccra Wasser zum Kochen, bis die gelöste 
Luft entfernt ist, dann fügt man grob gemahlenes Reismehl (aus Futter- 
mittelhandlungen zu bezieben) oder gemahlene Hafergrütze, oder grob 
gemahlene, nackte Gerste mit einem Löffel nach und nach hinzu, bis 
die Masae dickbreiig ist und der Löffel gerade darin steht. Hierauf 
rtlbrt man eine Messerspitze voll Mehl tüchtig unter, so daß alle Oidien 
noch getötet werden können, die Sporen zurückbleiben. Man bedeckt 
das Glaschen mit einer Glasplatte und stellt es bei 35 — 37* beiseite. 
Nach 12 — 36 Stunden wird Gärung eingetreten sein, und dann sucht 
man nach jungen, spindelförmig angeschwollenen Sporangien, in denen 
■ die logenmasaen nachzuweisen sind. 



Kapitel XIII. 
Allgemeines Ober dns Voluthi. 

Liiteratur. 

Grimme, Dir ■u-khtigslen Melhoden der Bakterien/ifrbung. Dissertation. Marburg 
lgo2. — David Blltt, Beiträge ii<r Kenntnis der Co.cacfea und Spiriltaerrn, Disser- 
fation. J/arburg igoj; Ceniralbl. f. Baiteriol. igo2,tg03. I. Abt., Bd. XIII. 

Allgemeines. 
Ein eigenartiger Reservestoff, welcher sowohl neben Fett als auch 
neben Glykogen oder auch allein in den Zellen der Bakterien vor- 
kommen kann, wohl auch bei den Pilzen und Zyanophyzeen verbreitet 
sein wird, ist das Volutin. Den Namen habe ich nach dem Spirillum 
volutans Kutscher gebildet, in dessen Zellen Kugeln dieser Substanz 
vorkommen, die ich Volutanskugeln nannte. Als \'olutin bezeichne ich 
also alle die Substanzen, welche in ihrem mikrochemischen Verhalten 
mit der Substanz der Kugeln des Spirillum volutans Kutscher (Sp. 
giganteum Mioula) flbereinstimmen. Manche der früher als Babes- 
ERNST'sche Körperchen bezeichneten Gebilde waren \"olutanskugeln. 
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Das Volutin ist farblos, fast so stark liohtbrechend wie die Fett- 
tropfen der Bakterien, zähflüssig oder breiig. Von dem Fette unter- 
scheidet es sich dadurcii leicht, daß es sich mit Sudan nicht rötet, 
vom Glykogen dadurch, daß es sich mit Jodlösung nicht dunkler färbt 
als das Zytoplasma. 

Die wichtigsten Reaktionen des \'olutina sind die folgenden: 

Färbungen. Methylenblau 1-j-lO: Die Volutinmassen quellen, 
^beu sich intensiv und runden sich ab; Methylenblau mit einprozen- 
tiger Schwefelsäure: Das Zytoplasma entfärbt sich, die Volutanskugeln 
fSrben sich intensiv blau; Karbolfuchsin: Das \'olutin färbt sich kaum 
mehr rot als das Zytoplasma ; Karbolfuchsin, darauf einprozentige Schwefel- 
säure: Die Volutanskugeln treten tiefrot hervor, das Zytoplasma entfärbt 
sich. Jodjodkalium seh förbt das Volutin hellgelb, wie es Zytoplasma 
färbt; Jodjodkalium k: Die Volutanskugeln erscheinen bei hoher Ein- 
stellung dunkel-, bei tiefer hellgelb und scharf begrenzt; Methylviolett, 
Safranin, Bisniarckbraun färben die Kugeln, Eosin, Boraxkarmin färben 
sie nicht ; HSmatoxj'lin Delafielt färbt sehr langsam. Nach Gram färben 
sich die Kugeln nicht. 

Lösungsmittel. Wasser lost bei 28** in zwei Tagen, bei 80 bis 
100" in einigen Minuten; fünfprozentige Schwefelsäure löst in zehn Mi- 
nuten, gesättigte Natriumkarbonatlösung in einigen Minuten; Chloral- 
hydrat {ri-|-2) löst in fünf Minuten nicht; zehnprozentige Kochsalz- 
lösung löst in 15 Minuten nicht; Alkohol, Aether, Chloroform lösen nicht, 

£au de Javelle. Dieses Reagens zerstört in fünf Minuten die 
Volutanskugel nicht. 

Trypsin und Pepsin. Wirken nicht anders als Wasser. 

Fixierungsmittel, Formaldehydhärtung vermindert die Löslich- 
keit in Natriumkarbonat, Osmiumsäuretixierung die in Kalilauge, Alkohol- 
fixierung die in Wasser von HO". 

Die leichte Färbbarkeit des Volutins durch die Farbstoffe, welche 
auch Zytoplasma färben, das Verhalten gegen die Fixierungsmittel und 
gegen Alkalien lassen es möglich erscheinen , daß das Volutin ein 
eiweißartiger Körper im weitesten Sinne ist. Volutin ist sehr ver- 
breitet bei den Bakterien. Es wurde in vielen Bazillus-Arten, in Pseudo- 
monasarten, im Di]ihtberiebazillus gefunden, dagegen nicht gefunden bei 
Sarcina ureae {Elus 1892, S. 11), Streptococcus tyrogenus (Elus 
1892, S. 24). In Fig. 44 ist ein verzweigtes Exemplar von Spiriflum 
volutans gezeichnet, in welchem zahlreiche Volutinkugeln liegen. Das 
Präparat stammt von einer 48 Stunden alten Agarkultur, welche bei 
28' wuchs; es wurde zuerst mit Gelblösung behandelt, zur Färbung 
des Fettes, dann mit Methylenblau 1 -j- 10. 



Uebung 13- 
Ueber die Volutanskugeln von Bacillus alvei. 

Für die Reaktionen auf die Volutanskugeln verwenden wir am 
besten Material, welches aus zwei Minuten abgekochten Sporen von 
Bacillus alvei auf Destroseagar bei 28" C. in 18 bis 20 Stunden er- 
wachsen ist. Es müssen zahlreiche junge Sporangien in dem Materiale 
vorhanden sein. Der Bacillus alvei kann von Kral bezogen werden. 
Meine Kultur habe ich seiner Zeit von Herrn Dr. Krompecher erhalten. 
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Volutanskugeln kommen ferner vor in Pseadomonas-Spezies, bei 
Spirillum volutans Kutscher, bei Bacillus asterosporus. 

Methylenblau 1 -{- 10 und siebenprozentige Schwefelsäure und 
lebendes Material. 
Man verrührt eine Öse voll von der Kultur mit einem Tropfen 
Methylenblau 1 -|- 10 und läßt das Gemisch ungefähr fünf Minuten lang 
stehen. Davon bringt man eine Öse voll unter das Deckglas und be- 
obachtet Die Oidien und jungen Sporangien färben sich durchgehend 
blaß, die jungen Sporen in den Sporangien etwas dunkler. In den 
Oidien und vorzüglich in dem schlanken Teile der Sporangien, aber 
auch in der Peripherie des angeschwollenen Teiles, also immer im 
Zytoplasma, sieht man dunkelblaue Volutanskugeln liegen (Taf.I, Fig. 1). 
Wir fügen etwas einprozentige Schwefelsäure hinzu. Die Volutans- 
kugeln treten schärfer hervor. 

Verfahren, um an angetrocknetem, unfixiertem Material e 
einzelne bestimmte Stäbchen mit verschiedenen Reagentiea 
zu behandeln. 
Wir wollen jetzt ein Verfahren einüben, welches uns gestattet, 
eine einzelne Volutajiskugel mit verschiedenen Reagerttien nacheinander 
zu untersuchen. Wir stellen uns zuerst „angetrocknetes Deckglas- 
material" her. Eine Öse des Baktenenmateriala wird mit einem klemen 
Tropfen Wasser auf einem Objektträger gut gemischt Sechs Stück 
sehr sauber gereinigte Deckgläser werden mittelst der in diese Mischung 
getauchten Platinöse mit der Mischung möglichst dönn bestriclien, und 
nach dem Trocknen wird die Ecke der bestrichenen Seite mit dem 
Fettstifte etwas gefärbt, so daß man die Materialseite stets leicht er- 
kennen kann. Das Material bewahren wir in einer Petrischale auf. 

Reaktion mit Methylenblau, Natriumkarbonat, Methylenblau. 

Auf die Materialseite eines so beschickten Deckgläschens träufeln 
wir mit einem tilasstabe oder mit einer Pipette einige Tropfen Methylen- 
blau 1 ^- 10 auf und lassen dasselbe nicht länger als 2 Minuten ein- 
wirken. Wir spülen mit Wasser gut ab, lassen das Wasser vom Deck- 
glase auf etwas Fließpapier ablaufen, reinigen die eine Seite und legen 
das Deckglas mit der Materialseite auf ein Tröpfchen Wasser, in dem 
ein Haar liegt, auf den Objekttröger. Wir versehen dann .mittelst des 
Dochtes eines Wachskerzchens das Deckglas oben und nnten mit einem 
Wachsrande, so daß es festliegt und wir die Reagentien von rechts 
nach links unter dem Deckglase leicht durchziehen können. 

Wir beobachten nun das in Wasser liegende, mit Methylenblau 
gefärbte Objekt (Taf. I, Fig. 2). Das Zytoplasma der Stäbchen er- 
scheint blau gefärbt, und in den Oidien und den Sporangien sieht man 
dunkelblau gefärbte Kömer liegen. Sie liegen in den Sporangien meist 
in dem dünneren Teile der an der Sporen bildenden Stelle ange- 
schwollenen Sporangien, selten in der Zytoplasma führenden Peripherie 
der angeschwollenen Partie. 

Wir setzen jetzt seitlich ffinfprozentige Natriumkarbonatlösung 
hinzu und saugen sie mittelst Fließpapier hindurch. Wir sehen sofort 
die Farbe der Kugeln erblassen, dann an Stelle der Kugeln eine helle 
Stelle erscheinen. TrilTt das zuströmende Natriumkarbonat die Stäbchen 
gut, so entfärben sie sich nach und nach, und es entsteht eine schwach 
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lichthrechende, bei hoher Einstellung dunkel erscheinende SteUe am 
Orte der Volutanskugel {Taf. I, Fig. 4). 

Läßt man nach der Entfärbung noch 5 Minuten einwirken, wäscht 
man dann mit Wasser aus, so verschwinden die hellen Stellen, w^r- 
scheinhch infolge der Veränderungen im Zytoplasma oft. Setzt man 
nun wieder etwas Methylenblau zu, und wäscht man mit Wasser nach, 
dem man eine Spur einprozentige Schwefelsäure zugesetzt bat, so er- 
scheinen die Stellen wieder dunkler gefärbt als das Zytoplasma. Das 
geschieht selbst nach halbstündiger Einwirkung, doch ist die Färbung 
dann entschieden schwächer. 

Das Volutin färbt sich also mit reinem Methylenblau leichter als 
das Zytoplasma. An Sodalösung gibt es den Farbstoff leichter ab 
als das Zytoplasma und löst sich, tritt aber anscheinend höchst lang- 
sam durch die Zellwand aus oder quillt nur mehr als das Zytoplasma 
oder wird weniger lichtbrechend als dieses. 

Methylenblau 1 + lOin einproz. Schwefelsäure und angetrock- 
netes Material. 
Wir färben angetrocknetes Material 5 Minuten mit ilem Methylen- 
blau, legen dann das Präparat fest und fügen einprozentige Schwefel- 
säure hinzu. Die Volutanskugeln treten scharf hervor. 

Methylenblau, Jodjodkalium, Natriumkarbonat 
Wir ßlrben ein Präparat, wie vorher, mit Methylenblau (Taf. I, 
Fig. 2) und untersuchen es in Wasser liegend, dann setzen wir seit- 
lich Jodjodkalium seh. hinzu. Das Zytoplasma förbt sich sofort gelb 
bis braun, die Volutanskugeln nehmen eine fast schwarze Farbe an 
(Fig. 'i'j. Wir ziehen nun das Jodjodkalium ab und setzen seitlich fflnf- 
prozentige Natriumkarbonatlösung hinzu. Das Zytoplasma färbt sich 
sofort blau, verblaßt dann etwas, um sich schließlich zu entfärben, 
während die Volutanskugeln in eine schwächer lichtbrechende Vakuole 
verwandelt werden (Taf. I, Fig. 4). Gegen Methylenblau verhalten 
sich die Individuen nach dem Auswaschen wie bei der vorigen Reaktion. 

Karbolfuchsin, einprozentige und fünfprozentige Schwefel- 
säure. 

Wir bedecken die Materialseile eines Deckglases mit einem 
Tropfen Karbolfuchsin und lassen diesen 5 Minuten darauf stehen. 
Hierauf spülen wir mit destilUertem Wasser gut ab, legen das Pri^)arat 
wie vorher auf den Objektträger und beobachten. Wir finden die 
Individuen ziemlich tief rot gefärbt und erkennen die Volutanskugeln 
kaum. Wir setzen jetzt seitlich einprozentige Schwefelsäure hinzu und 
saugen sie durch. Die Bakterien entfärben sich, und es treten die 
Volutanskugeln als dunkle Punkte scharf hervor. Wir setzen fünf- 
prozentige Schwefelsäure hinzu und sehen, wie sich die Volutanskugeln 
entfärben, und wie an ihrer Stelle eine \'akuole entsteht. 

Wir wollen weiter die Löshcbkeit der Volutanskugeln in Wasser 
und Schwefelsäure prüfen. 

Siedendes Wasser, Karbolfuchsin, einproz. Schwefelsäure. 
Wir erhitzen in einem Bechergiase Wasser zum Sieden, klemmen 
ein Deckgläschen mit der Ecke in eine Cornetpincette und tauchen das 
Deckgläschen 5 Minuten in das siedende Wasser, um die Volutanskugeln 
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zu lösen. Hierauf färben wir 5 Minuten mit Karbolfuchsin, waschen 
mit Wasser ab und legen das Präparat dann in ein Tröpfchen ein- 
prozentiger Schwefelsäure auf den Objektträger. Wir sehen jetzt keine 
Volutanskugeln mehr in dem Objekte. 

FQnfprozentige Schwefelsäure, Karbolfuchsin und einprozen- 
tige Schwefelsäure. 
Wir hängen ein beschicktes Deckglas 10 Minuten lang in fünf- 
prozentige Schwefelsäure hinein, indem wir es mit der Cornetpincette 
halten. Danach s))(ilen wir gut mit Wasser ab und färben mit Karbol- 
fuchsin. Wir spQlen mit Wasser, legen auf den Objektträger in ein 
Tröpfchen einprozentige Schwefelsäure und beobachten. Es siiid jetzt 
die Volutanskugeln gelöst. 



Kapitel XIV. 

Uebung 14. Ueber Bacillus turaescens. die Sporenkeitiiung i^nd 

den FettDachweis- 

Litteratur. 

Arthur Meyer, Sludien über die Morphologie und EnhcickHungsgeichkktr der 
Bakteritn. nusgefshrt an Asinsia aslrrasfiora A. .\f. vnd Bacillus tumrseeus Zopf; 
Flora, Ergäntungsband zum Jahrg. 1897, Bd. L.XXXH'. S. l8s- — Arthar Mejer, 
Ueber Geiiseln, Reserrrsloße, Kerne und Sporenbildun^ der Bakterien; Flora. iSqq, 
Bd. LXYXVIII, S. 42S. — Dr, C. Galtheil, ßalanische Beschreibunir einiger Boden- 
bakterien; Bofanisckes Cenlralblnlt l8gt, II. Abt. — Alfred Koch, Veber Morphologie 
und Entwickelungsgeschichie einiger endosporen Bakterienformen; Bot. Xeitung iS^S, 
.S. 3>3' — Oämt/d Scbreltter, Ueber die physiologischen Bedingungen der endogenen 
Sporenbildung bei Bacillus anlhracii, subtilis und tumescens; Ceniralbl. f. Baktcriol. 
j8g6. /. Abt., Xo. lojli. S. jvig. ~ Zopf, .Spaltpilze. 3. Auß.. S. 82. 

A. Die Sporen. 

Wir untersuchen etwas des ausgereiften Sporenmaterials einer 
alten Kultur, am besten von einer Möhrenkultur oder von einer ge- 
sunden, älteren Agarkultur in W'asser. Die Sjjoren sind von recht 
wechselnder Größe und Form, 1,7 — 2 fi dick, 2/) — .'( n lang. Ihre 
Membran besitzt eine wechselnde Dicke. Wir beachten <iie verschiedenen 
Formen. Gut ausgebildete Sporen sind ungefähr ellipsoidiscli, im Quer- 
schnitte kaum bemerkbar sechseckig, also fast kreisrund, etwas seitlich 
von ihren Polen mit je einem Spitzchen versehen (Taf. I. Fig. 8 und Ü). 
dessen Größe sehr wechselt. 

Wir setzen zu den im Wasser liegenden Sporen eine Öse voll 
Safraninlösung und mischen gut, ehe wir das Deckglas wieder auflegen. 
Wir sehen jetzt die Exine sehr schön rot gefärbt (Fig. H bis 10). Wir 
zeichnen die verschiedensten Sporenformen und Sporengrößen sehr 
genau, um ein Bild von der Variation der Sporenform zu erlangen. 
W'ir führen die Zeichnung, wie gewöhnlich, mit Objektiv '/ij und Kom- 
pens.-Okular 12, unter Benutzung des Zeichenklotzes, aus. 

B. Die Agarstrichlcultur. 
Beobachtung der Sporenkeimung. Wir nehmen eine Anzahl 
von Ösen guten, ausgereiften Sporenroaterials von der Möbrenkultur 
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oder einer alten Agarkultur, bringen sie in fflnf Tropfen steriles Wasser, 
welches sich in einem kleinen Reagensgläschen befindet, wie wir es 
zum Abkochen der Sporen benutzen und erhitzen das Reagensröhrchen 
eine Minuten im siedenden Wasserbade. Von diesem Sporenmateriale 
tragen wir nun möglichst viel auf die schräge Oberfläche eines Agar- 
röhrchens auf und stellen letzteres in den Brutschrank bei 28". Nach 
ungefähr fünf Stunden beginnt die Keimung, und wir untersuchen von 
dieser Zeit an öfter etwas mit der Öse hinweggenommenes Sporen- 
material zuerst in etwas Kondenswasser des Agars. Wir erkennen, 
daß die Sporen vor der Keimung kaum mehr anschwellen als zur 
(iröße, welche sie bei ihrer Fertigstellung im Sporangiuni besaßen, 
dann im Äquator aufreißen und das Keimstäbchen seitlich austreten 
lassen (äquatoriale Keimung). Die Keimstübchen sind bei ihrem Austritte 
nicht viel länger als die Sporen (Kurzstäbchen), werden aber dann bis 
zum Eintritte der ersten Teilung 2- bis 3-lang, d. h. zwei- bis dreimal 
länger als ein normales Sporangium des Pilzes. 

Wir beobachten verschiedene Keimungsstadien und Waehstums- 
:>tadien der Keimstäbchen nebeneinander, sehen Stadien, in welchen das 
Keimstäbchen sich in einen zwei- oder mehrstäbigen Zellfaden ver- 
wandelt hat und am Ende noch die Sporenmenibran trägt und können 
wohl auch bald Schwärmoidien auffinden. Die Keinistäbchen entwickeln 
nämlich bald Geißeln und beginnen auch, nach kurzer Ruhe, meist 
bald zu schwärmen. In Fig. 14 ist ein nach Löffler's Metliode der 
(ieisselfärbung geftrbtes Schwännoidium dargestellt Wir beachten, daß 
die Keimstäbchen und die jungen Schwärmer und Zellfaden meist voll- 
ständig homogen erscheinen, da anfangs kein Fett in ihnen gebildet 
wird. Wir färben nun zur Zeit, wenn die Sporenkeimung im regen 
(Jange ist. und schon einige kurze, fettfreie ZellfUden gebildet sind, 
also ungeföhr nach ß Stunden, eine Öse des Materials nach der 
Forraolfuchsinmethode, um die Kerne nachzuweisen. Wir rühren 
eine kleine Öse voll des Materials in einen Tropfen Formel auf dem 
Objektträger ein und lassen 5 Minuten einwirken. Hierauf setzen wir 
einen kleinen Tropfen frisch bereiteter Fuchsinlösung (die Menge der 
zugesetzten Fuchsinlösung ist auch von Bedeutung für das Gelingen 
der Färbung) hinzu und rühren mit dem Platindrahte gut und öfter 
um. Nach 10 Minuten untersuchen wir eine Öse des Materials mit 
dem Immersionssysteme. Treten die Kerne noch nicht hervor, so 
untersuchen wir nach je 5 Minuten wieder, bis die Kerne so deut- 
lich zu erkennen sind, wie in den Figuren 13 und li>. Wir zeichnen 
die keimenden Sporen und die Keimstäbchen und Zellföden in ver- 
schiedenen Stadien der Entwickelung. 

Fortgesetzte Beobachtung einer normalen A gar s trieb - 
kultur auf Dextroseagar, welche bei 28" gehalten wird. Es 
kommt uns hier in erster Linie darauf an, genau die Art und Weise 
der Septierung, also der Zellbitdung in den Zellf^en, der Stäbchen- 
bildung in den Zeltfäden und des Zerfalls der Fäden in Oidien zu ver- 
folgen. Auch wollen wir der Bildung und den Eigenschaften des 
Fettes, welches bei Bacillus tumescens vorkommt, unsere Aufmerksam- 
keit schenken. Femer muß auf die Form der Sporangien und die Form 
des Verbandes der Sporangien besondere Rücksicht genommen werden. 
Wir beobactiten aber auch zugleich das äußere Aussehen der Kultur 
and die Veränderung des letzteren während der Entwickelung der 
Kultur. Es mag deshalb nachher zuerst die Beschreibung der Ent- 
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Wickelung des äußeren Aussehens der Kultur im Zusammtinhange kurz 
gegeben sein. 

Wir setzen also eine Strichkultur (eventuell auch, wenn es uns 
zweclonäßig erscheint, mehrere Kulturen zugleich oder nacheinander) in 
der üüher geübten Weise an. Wir benutzen ein nicht zu altes, mit 
genügendem Kondenswasser versehenes Agarröhrchen, nehmen mit der 
Platinöse eine Spar des abgekochten Sporenmat«ria]s heraus, indem wir 
sie nur in dieses eintauchen und streichen es mit einem Striche von 
unten nach oben auf der schrägen Agarfläche ab. Das Agarröhrchen 
wird in den Brutschrank, bei 28", gestellt. 

Beobachten wir die AgarstrichkuUur direkt während ihrer Ent- 
wickelung, so erkennen wir folgende Kulturmerkmate an der Kolonie. 
Nach 14 Stunden dünne, weißliche, glasige Schiebt Nach 24 Stunden 
dickere, glatte, homogene, weißliche, etwas schleimige, nicht hSutige 
Schicht Nach drei Tagen wieder dünnere, marmorierte, weißliche 
Schicht. Im Alter ist die Schicht graubraun. 

Wir untersuchen nun die Entwickelnngsgeschichte der Kolonie 
genau mikroskopisch. Wir beginnen mit der Untersuchung der sieben 
bis acht Stunden alten Kultur, in Anschluß an die Untersuchung 
der Sporen keimung. Dazu setzen wir die Kultur am besten morgens 
7 Uhr an, um sie nachmittags 3 Uhr untersuchen zu können. Wir 
finden vorherrschend bis achtstäbige Zellfäden, deren Stäbe 2- bis 3- 
lang und noch völlig fettfrei sind. 

^^on nun an beginnt teilweise der Zerfall der Zellfäden in kOrzere 
Stücke und Einzelstäbchen und die Fettspeicherung, so daß nach secli- 
zehn Stunden meist Einzelstäbchen und zwei-, vier-, selten acht- und 
mehrstäbige Zellfäden vorhanden sind, deren Stäbe zwei-, selten bis 
vierlang sind (also viermal länger als ein Sporangium des Pilzes von 
normaler Länge) und Fett gespeichert haben; im Kondenswasser sind 
noch viele Schwännoidien in lebhafter Bewegung, 

Wir untersuchen nun eine 20 bis 24 Stunden alte Kultur 
(angesetzt morgens 7 bis 9 Uhr, untersucht gegen 10 Uhr des nächsten 
Tages). 

Wir entnehmen zuerst eine Spur der Kolonie von der Basis 
und untersuchen sie in etwas Kondenswasser. Wir linden nur Ruhe- 
stäbchen, welche meist ein- bis zweizeilig und ein- bis zweilang sind, 
teilweise etwas angeschwollen und reichlieh mit Fetttropfen versehen 
sind. Wir wollen jetzt das Verhalten des Fettes und der fetterfttllten 
Stäbchen gegen einige Reagentien studieren. 

Methyienblaulösung l-}-10. Wir bringen sehr wenig Bakterien- 
material mit der Öse in ein Tröpfchen Wasser und unter das Deck- 
glas Wir setzen seitlich einen Vierteltropfen der Lösung an den Rand 
des Deckglases und beobachten die Grenze zwischen der farblosen 
Flüssigkeit und der eindringenden Farbstofflösung. Wir sehen, je nach 
der Art in welcher die Farbstofflösung mit den Stäbchen in Berührung 
tritt und wohl auch je nach der Beschatfenheit der Membran, folgende 
Bilder. 1. Die äußere Membran und di6 derselben eventuell anliegenden 
Zellkerne werden allein gefärbt (Fig. 16). 2. Die Membran, der Proto- 
plast und die Kerne werden gleichzeitig mehr oder weniger gefärbt 
(Fig. 17). 3. Die Membran wird kaum gefärbt, der Protoplast stark 
(Fig. 18); manchmal tritt die Plasmaverbindung, welche die Querwände 
durchsetzt, deutlich hervor. Die Tropfen werden niemals gefärbt 
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Metbylenblaulösung 1-1-10, einprozentige Schwefel- 
säure und angetrocknetes Material. Wir verfahren, wie es in 
Kapitel XIII angegeben wurde, um das Volutin nachzuweisen, finden 
aber keine Volutanskugeln. Die Sporenanlagen bleiben am längsten 
blau gefärbt. 

Methylenblaulösung v. Wir fixiereft die Bakterien mit sehr 
wenig Formol wie bei der Formolfuchsinmethode und setzen dann einen 
Tropfen Methylenblaulösung v hinzu. Nach ftinf bis zehn Minuten sehen 
wir (las Zytoplasma schön blau gefärbt, die Fetttropfen dagegen gänz- 
lich ungefärbt und scharf hervortreten. 

Sudanlusung oder Gelblösung, Wir bringen eine Spur der 
Bakterien in ein Tröpfchen Wasser und setzen dann eine Spur, eine 
halbe Öse voll, Sudanlösung oder Gelblösung hinzu, die wir mittelst 
der Platinöse gut unter das Wasser rühren. Wir sehen jetzt die Fett- 
tropfen gelb oder rot gefärbt, das Zytophtsma nicht Sudan und Di- 
methylaraiUoazobeDZol lösen sich sehr leicht in Fett und förben das- 
selbe intensiv. 

Methylenblau-Sudan-Methode, Wir bringen ein Tröpfchen 
Formol auf den Objektträger, setzen eine Öse voll des Bakterien- 
materials hinzu, mischen sehr sorgfältig und lassen das Formol 
fünf Minuten wirken. Hierauf fügen wir einen Tropfen Methylenblau v 
hinzu, rühren um und lassen zehn Minuten stehen; dann setzen wir 
eine Öse voll einer frisch bereiteten Mischung von einem Tropfen 
Sudanlösung und einem Trojifen Wasser hinzu. Es färbt sich so das 
Zytoplasma und hie und da der Zellkern blau, und man kann eventuell 
im Zytoplasma farblose Zelisaftvakuolen sehen, wenn in einer Zelle das 
Fett feldt oder in geringer Menge vorhanden ist. Die Fetttropfen sind 
rot gefärbt. Schwach rötlich kann die Membran gefärbt werden und 
eventuell die Sporenmembran, wenn Sporen vorhanden sind. 

Jodjodkaliumlösung k. Wir setzen eine Spur der Losung 
seithch zu dem in einem Tröpfchen Wasser verteilten, unter dem 
Deckglase liegenden Materiale. Wir beobachten an der Grenze zwischen 
Wasser und JodlÖaung. Die Fetttropfen werden gelb, dann braun ge- 
färbt, ehe das Zytoplasma tingiert wird. Später färbt sich auch der 
Frotoplast braun, und die Struktur wird mehr oder weniger unkhir. 

Wir haben also jetzt gesehen, daß sich das Fett mit Methylenblau- 
lösung nicht, mit Sudan- oder Gelbiösung oder Jodjodkaliumlösung 
leicht färbt. 

Schon in dem oberen Teile der 20 bis 24 Stunden alten Kolonie 
trifft man meist Sporangien an. Zahlreicher sind die Sporangien in 
Kulturen, die 36 Stunden alt sind, und deren Eigenschaften wir 
jetzt untersuchen wollen. Wir beachten die noch immer vorhandenen 
Verschiedenheiten in dem V'erhalten der verschiedenen Höhenregionen 
der Kultur. Wir finden meist Einzelstäbe bis vierstäbige Zeilfäden, 
darunter normale Sporangien in verschiedenen Entwickelungsstadien, 
Manchmal sind die Stäbchen relativ kurz und gerundet. Oft sind 
vielstäbige Zellfäden, deren Stäbe stark angeschwollen, oft kugelig ab- 
gerundet sind und teilweise Sporen enthalten, häufig. Nicht selten sind 
die Endstäbchen dieser Zell^en etwas zugespitzt 

Zuerst suchen wir nach mögtichst normalen, schlanken Sporangien 
in dem unteren Teile der Kultur (oder in dem oberen Teile einer 
24stündigen Kultur, wenn sie zufällig in der 36stUndigen Kultur nicht 
gut aufzufinden wären) und beobachten sie in AVasser. In jungen 
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Sporangien sieht man die Fetttropfeo gleichmäßig verteilt. Bei sorg- 
fältigem Suchen finden wir Sporangien, bei denen eine Sporenvakuole. 
die noch relativ schwach hchtbrechend ist, eben entstanden ist und das 
Fett zurückgedrängt hat, so daß ein trophischer, Fett führender Teil und 
ein fertiler Teil im Sporanginm zu erkennen ist (Fig. 10). In anderen 
Sporangien ist die Vakuole etwas stärker lichtbrechend als das fett- 
führende Zytoplasma (Fig. 20), und in anderen sieht man im ferlilen 
Teile die junge Spore sehr zart abgegrenzt liegen (Fig. 21). Schließlich 
finden wir die junge, noch membranfreie Spore scharf abgegrenzt, stark 
iichtbrechend, meist von einem schwach hchtbrechenden Hofe umgeben 
(Fig. 22), das Fett fast verbraucht. Die fertigen Sporangien enthalten 
eine stark lichtbrechende, von der Membran umgebene Spore. Wir 
zeichnen einige der Entwickelungsstadien der Sporangien bei tiefer 
Einstellung. 

Färben nach der Methylenblau-Sudan- Methode. 
Wir behandeln nun Sporangienmaterial nach der Methylenblan-Sudan- 
Methode , um zu beobachten , wie sich die verschiedenen Entwicke- 
lungsstadien der Sporen bei dieser Färbung verhalten. Wir finden, 
daß sich membranlose Sporenanlagen blau (Fig. 23), die schon behäu- 
teten Sporen, infolge der Färbung der Membran, rot (Fig. 24 u. 25) 
färben. Zugleich erscheint <las Zytoplasma blau. Wir finden in schon 
reifen Sporangien noch Zytoplasma. Das Fett verschwindet mit der 
Keife der Spore mehr un(l mehr. Hie und da siebt man einen blau 
gefärbten Zellkern. 

ChloralhydratlÖsung. Wir haben gesehen, daß sich Fetttropfen 
und fertige Sporen durch Sudan rot färben, und daß Fetttropfen und 
Sporen sich manchmal recht ähnlieh sehen. Man unterscheidet beide 
tiebilde leicht, wenn man das Baktcrienmaterial in Chloralhydrat unter- 
sucht, was wir jetzt thun wollen. Wir bringen eine Spur des möglichst 
wenig nassen Materials in einen Tropfen Chloralhydratlosung und rühren 
mit der Platinöse gut um. Die Bakterien erscheinen jetzt fast homogen : 
das Fett ist gelöst oder wenigstens völlig unsichtbar geworden, die 
Sporen treten scharf hervor, 

Formol-Fuchsin-(;elb-Methode. Einen cuten Einblick in die 
Verteilung der Zellkerne und des P'ettes in den Sporangien gibt uns 
oben genannte Methode, bei welcher zugleich die memhranfreien Sporen 
rot gefärbt werden. Wir färben zuerst nach der Forniolfuchsinmethode. 
setzen dann etwa '/j„ der im Präparate vorhandenen Flüssigkeit Gelh- 
iösung mit der Platinöse hinzu und rühren tüchtig um. Jetzt erscheinen 
unbehäutete Sporenanlagen rot (Fig. 21» u, 27). fertige Sporen (Fig. 2») 
schwach gelblich gefärbt. Das Zytoplasma ist hellrot, die Kerne 
(Fig. 2H a u. b) sind tiefrot gefärbt, <ias Fett gelb. 

Wir wenden nun noch den in Lösung begriffenen Zellfäden, die 
immer, meist in Massen zusammenliegend, in älteren Kulturen zu finden 
sind, unsere Aufmerksamkeit zu. In den Kolonien, in denen die 
Individuen so dicht beieinander liegen, werden schwächere Individuen 
bald krank und sterben schließlich ab. Es beginnt dabei anscheinend 
bald ein Aussaugen, schließlich Losung derselben, unter Beihölfe lebhaft 
vegetierender Zellen der gleichen Kolonie. 

Wir werden bei sorgfältigem Suchen bald Stäbchen finden, welche 
uns Absterbeerscheinungen aufweisen. Darunter treten als besonders 
aufTallend solche hervor, welche in der Membran nur noch Fetttropfen, 
kein Plasma enthalten (Fig. 2<>A). 
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Wir untersuchen zuerst in Wasser, dann nach der Formol- 
Methylenblau-Sudan-Methode, um uns Qber die eigenartigen Zusammen- 
ballungen des Z}1oplasmas und über dessen Lösung, sowie über das 
\'erhalten des Fettes zu orientieren. Es gelingt uns so auch leicht,, 
die Membran im isolierten Zustande zu beobachten. 



Kapitel XV. 
Säure- und Alkalibildung in den Bakterienkulturen. 

Litteratur. 

Saglnaky, Zur Biclogie der normalen MHchkolboittrirn ; Ztitschr. f. pkyiiaUg. 
Chemie l888, XII, S.434. — Baaning, Zur Kenntnis der OxahÖurebildvng durch Bakterien! 
Centralbl.f. Bail. igoi, II. Abt., Bd. VIII, No. 13. S. 395- — Beijeriaek, Centralbl.f. 
Baki. iSgi. I. Abt., Bd. IX. p. 7S1. — SeiJeriniA, Ueberdie Butylalkoholgärung; Verhandel. 
d. Kcninkl. Akademie fan Wettenitkappen te Amsterdam II. Stet. iSgs, Deel I, No. 10. 
S. 8. — Brieger, üeber Spaltungsprodukte der Bakterien; Zeitsckr. f. physiol. Chemie 
188s. Bd. IX. S. I. — Brieger, Ueber Spaltungsprodukte der Bakterien: Zeitsckr. f. 
physiol. Chemie 1883184. Bd. VIII, S. 306. — Conrad, Bakteriologische und chemische 
Studien über Sauerkrautgärung; Archiv f. Hygiene 1897, Bd. XXIX. S. $6. — Em- 
mtrllng, Ueber Spalipihgärung; Ber. d. Deutsch, ehem. Gel. Ii?o0. Bd. XXXIII, 
S, 247T. — Emmerllag, Die Zersettung stickstofffreier organischer Substanxen durch 
Bakterien. Braunschweig igoj. — Glaser, Indikatoren der Acidimetrie und Alkali- 
metrie, Wiesbaden igoi. — Griatbert, Fermentation anae'robie produite par le Baeillus 
orthobutylicus; Annales de flnstifut Pasieur 1893. Tom. VII, S. 353. — Guareschi, Ein- 
führung in das Studium der Alkaloide. Berlin. Heyfeidtr. i8g6. I, S. S5o. — HelHo, 
Das Verhalten der Cholerabacillen in aeroben und anaeroben Kulturen; Archiv für 
Hygiene 1894. Bd. XXI, S. 308. — Meaaeberg, H'eitere Untersuchungen über Essig- 
b^lerien: Centralbl. f. Bakl. 1898, II. Abt., Bd. IV. S. 14. — MUbert, Ueber die 
Steigerung der Giftproduklion der Diphthtriebacillen bei Symbiose mit Streptokokken; 
Zeitsckr. f. Hygiene und Infektionskrankheiten 1898. Bd. XXIX, S. IST. — Bayer, 
Beiträge zur Kenntnis der Essigbakterien; Sonderabdruck aus „Die Deutsche Essig- 
industrie" iSgg. — Lafar, Physiologische Studien über Essiggärung und Scknellessig- 
fabrikation; Centralbl. f. Bakt. 1895, II. Abt., Bd. I, S. MS, — Madsea, Zur Biologie 
des Dipkthcriebacillus; Zeitsckr. f. Hygiene u. Infektionskrankheiten 1897. Bd. XXVI, 
S. IS7- - - Scharäiager, Ueber dos Vorkommen Gärung erregender Spallpilte iiit 
Trinkjfasser und ihre Bedeutung für die hvfieniscke Beurteilung derselben; Ref. Bakt. 
Centralbl. 1894. !. Abt.. Bd. XV, S 48. — Zapf, Oxalsäurebildung durch Bakterien; 
Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. igoo. Bd. XVUl. S. 32. 

A. Allgemeines über die Titerbildung. 

Die Nährsubstrate, in welchen die Bakterien wachsen, verändern 
meint nach kursier Zeit ihre Reaktion, indem saure oder alkalische Stoff- 
wechsel produtte der Bakterien in sie hinein gelangen; sie verändern 
ihren ^Titer. Die Beaktions Veränderungen werden selbstverständlich bei 
einer bestimmten Spezies unter ganz bestimmten äußeren Verhältnissen 
einen charakteristischen Verlauf nehmen; aie werden aber anscheinend 
schon von sehr kleinen Schwankungen der äußeren Verhältnisse erheblich 
beeinflußt, da die Bildung sehr verschiedener Stoffwechsel produkte unter 
sehr nahe verwandten Umständen eintreten kann. 

Säuren sehr verschiedener Art spielen unter den Stoffwechsel- 
produkten wohl deshalb eine große Rolle, weil sie als Waffen im 
Kampfe um den ■ Nährboden für die einzelnen Spezies recht brauchbar 
sein werden. Man hat bisher folgende Säuren häufig nachgewiesen: 
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Amelaenaäare U — COOH. Das Vorkommen der Ämeieeuaaure 
■unter den Stoffwechselprodukteu der Bakterien wird vielfach beschrieben. 
Orimbert (Ann. Pasteur XCIH, 353) fand, daß sein Bac. orthobutyricua 
manchmal wenig Ameisena&ure neben Butylalkohol, ButtersElure, Easig- 
saure, Isobutylalkohol, Kohlenafture und Wasaerstoff bildete. Bensoh 
'(Pharm. Zeit. XXXIX, 864) beobachtete, dafi ein Spaltpilz aus Glyzerin 
Aethylenglykol und Ameisensäure bildete. Souubrfeld {Arch. f. Einderhk. 
XXII, 226) fand Ameisensaure neben Alkohol, Milchsäure, Bemsteinsaure 
und Kohlensaure beim Wachstum eines Xolibazillus in Milchzucker. 
Nach Wood and Wilcox erzeugte Bacillus furfuris Ameisensaure, Easig- 
^aare und Buttersaure u. a. w. 

EssiKsänre CH' — COOH wird von manchen Bakterien als einzige 
Saure aus bestinmiteu Nährstoffen gebildet. So erzeugen Bacillus 
industnens, oxydans, acetigenus, Bacterium aceti, acetosum, Eützingianum, 
Pasteurianum, xylinum aus Dextrose, Aethylalkohol, Propylalkohol, Olykol 
wesentlich EHsigsaure (Hennebero). Auch die Pneumonie kok ken erzeugen 
aus Itohrzucker und Traubenzucker, ebenso aus milchsaurem Kalke Essig- 
saure (Bhieger 1S83/84, S. 310). Andere Bakterien bilden Essigsaure 
neben größeren Mengen anderer Sfturen, Orimbert's (A. d. l'Inst. 
Fast. XCIU, 353j Bac. orthobutylicus bildete z. B. neben Buttarsaure 
und Butylalkohol auch Essigsaure. 

PropioDBäure C'H=— COOH bildete nach Beiegbb (1883/84, S.309, 
1885, S. 3) ein Bacillus aus Dextrose als Hauptprodukt. 

KapronsKote C^H"— COOH bildene Bacillus Pitzianns nach Fits 
neben Aethvlalkohol, Buttersaure und Essigsaure. 

Bnttflrsiinre CH''(CH^)j— COOH bildet z. B. Beijebinck'b (1893) 
Granulob acter saccharobutyricum aus Dextrose oder Maltose neben 
Butylalkohol, Kohlensaure und Wasserstoff. Dt'CLAUX (Ann. Past. IX, 811) 
fand, daß sein Amylobacter butylicum aus Dextrose Buttersaure neben 
Butylalkohol, Alkohol, Essigsaure herstellte. Bei Emmerling (1902) 
findet sich eine Zusammenstellung der Buttersaurebildner 8. 109. Ver- 
arbeitet kann zu Butterskure werden: Dextrose, Saccharose, Milchzucker, 
Glyzerin, Mannit, Erj'thrit, Querzit, Sorbose, Arabinose, milchsaurer Kalk, 
glyzerinsaurer Kalk u. s. w. 

Bernsleinsäare CtH«(C00H)3. EHHERi.iNa(Berl. Ber. XXXII, 2477 
1900) zeigte, daß Bac. lactis aerogencs aus Milchzucker neben Essigsaure 
auch Bemsteinsäure bildete. Auch FlTZ, femer Frankland (Proc. 
Lond. 1889, 346} und Blumenthal (Virch. Archiv CXLVU, S. 16B) 
wiesen die Saure in Bakterien produkten nach. 

Milchsäare CH»— CH(OH)— COOH. Eine Zusammenstellung der 
milcbsaurcbildenden Bakterien hat EuUERLlNO (1902, S. 53) gegeben, 
ebenso ist dort (S. 53) die Methode der Darstellung der Milchsaure 
kurz geschildert. Als Nebenprodukte bei der Mi Ich säure bi Idung , sind 
nachgewiesen Alkohol, Kohlensaure, Essigsaure, Ameisensäure, Butter- 
saure, Isovaleriauääure , Bemsteinsäure, Wasserstoff, Methan, Butyl- 
alkohol. Man unterscheidet bekanntermaßen folgende Milchsäuren: 

a-Oxypropionsäure CK"— CH(OH)— COOH = Aethylidenmilchsäure, 
davon inaktive Milchsaure (i), 
linksdrehende „ (I), 

rechtsdrehende „ (r), 

j8-0xy Propionsäure CH*OH - CH*^COOH ^ Aethylen milch säure. 

Es scheint nun so, als werde nur die n-Säure von den Bakterien 
gebildet. Nur Hiloers (Ann. d. Chem. und Pharm. CLX, 336) will die 
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^-Sftiire einmal gefunden haben. Tohl (Malt's Jahrb. 1876, S. 274) 
hat die Versuche wiederholt, fand jedoch nur a-Säure. Von der a-8tkure 
aind i-Saure, ferner r- und 1-Saure (z. B. Scberdinger 1894, aus Eohr- 
zucker) nachgewiesen worden. 

Oxalsanre (COOH)» -)- 8H«0. Zopf (1900, dazu Banning, 1902) 
fand, daQ Essigbakterien und einige andere Spezies Kryatalle von Kal- 
ziumoxalat im Substrate bilden können. Als N&hrboden diente wesent- 
lich Pepton-Fleischextrakt-Oelatine, der verschiedene Kohlehydrate u. s. w. 
zugesetzt wurden. Bac. Pastearianum konnte z. B. Oxalat bilden mit 
Dextrose, Saccharose, Dextrin, Äethylengtykol, Glyzerin, IsobuttersBure, 
Olykoläaure, Malonsäure, BrenzweinaAure. Das Oxalat wird innerhalb 
der Kolonien oder in nächster Umgebung derselben meist in Form von 
Oktaedern abgelagert, und seine Entutebung auf Dextroseagar könnte 
als Kennzeichen der Spezies benutzt werden. 

Bezüglich der basischen Stoffe, welche unter den F&ulnisprodukten 
organischer Stoffe gefunden worden sind, verweise ich auf die Zu- 
sammenstellung bei GuAHEsCHl (Einführung in das Studium der Alka- 
loide, Berlin, Heyfkldeh 1 896, S. B60). Dort finden sieb auch An- 
gaben über die Methoden der Isolierung dieser Körper. Es sind 
folgende Verbindungen hervorsuheben , welche als Bakterienprodukte 
SU bezeichnen aind. Ich werde stets zuerst den Autor, dann das 
Substrat, aus dem die Base gewonnen wurde, anfuhren: 

AmmoniakNH^:BRlE6ER, Staphylococcuskultur. Amine: Methyl- 
amin: BoCKLiBCH, Ueringslake ; Dimethylamin (CH^j^NH: EsiBOEB, 
faule Gelatine; Trimethylamin (CH*)gN: OUARESCHI und Mosso, faules 
Gehirn; Aethylamin C'HS.NH*: faule Bierhefe; Diathylamin{CäH»)*- 
NH: Ehkbnberg, Bakterienkulturen; Triathvlamin (C^H^)'N: Bribgeb, 
fauler Stockfisch; Isoamylamin (CH'j^ ■ CH ■ CH» ■ CH* — NH« : faule 
Bierhefe; Kaproylamin CH'* ■ NH"; Hesse, faule Hefe; Neurin: 

yCH = CH" 
(CH")aN< : Briegsr, faules Fleisch; Diamine : C'HSN» :Briegbr, 

\0H 

CH».CH».NH* 
faule FiBcfae; Futreszinj : Bbieoer, menschliche Leichen. 

CH».CH*.NH* 
/CH*.CH».NH» 
Kadaverin CH\ : Brieger, faules Fleisch; Neu- 

\CH» . CH» . NH» 
ridin C'H'^N*: Brieoer, faule Gelatine etc. Hydramine: Cholin 

/CH» . CH' . OH 
(CH*)^N\ ; Muskarin C*H'*N0*: Bbieqer, faulerStock- 

fisch; Mydatoxin C*H"NO*: Brieoeb, Leichen; GnaBldlne: Methyl- 

/NH» 
guanidin HN = C'v^ : BaiEGER, Kulturen des Kommabazillus 

^NH ■ CH^ 
und Bacillus anthracis. AluidosäareD : Amidovaleriansäure NH^ - 
CH'.CH'.CH'-CH»- COOH: Salkowski, faules Eiweiß. PtoniBÜne 
ans der Pyridin- und Hydropyridiareihe: Hydrokollidin ; Parvolin ; 
Hydrokoridin C'*H"N: Gbiffiths, Kultur von Bact. allü. Andere 
Basen nnbekannter Natar: Sukotoxin, Sukolotoxin, Tetanin, Tetanotoxin. 
Von den Untersuchungsresultaten, die unier Benutzung von Rein- 
kulturen gewonnen sind, mögen noch folgende her\'orge hoben werden. 
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Briegeb untersuchte 1888 die basischen Stoffwechaelprodukte de» 
Cholera bakteriuma, welche aus Rindfleisch gebildet werden. Er fand 
Putreszin, Kadaverin, Cholin, Methj'Iamrn, Trimethylamin , Kreatinin, 
Methylguanidin und zwei andere Banen. Aus Reinkulturen von Strepto- 
coccus pj'ogenes RosE^iBACH stellte Brieger Ammoniak und Trimethyl- 
amin her. BOCELISCH konnte aus Kulturen von Vibrio Proteus, die 
mit Fleisch angesetzt waren, isolieren: nach 20 Tagen Methylguanidin, 
später noch Kadaverin und Kreatinin, 

Bei Beurteilung des Vorganges der Bildung von Söuren und Basen 
in den Kulturen sind folgende Momente vomehtnlich zu berücksichtigen. 

1. Die unter bestimmten äußeren Verhältnissen gebildete Art und 
Menge der Säuren ist selbstverständlich iu erster Linie abhängig von 
den Eigenschaften der wirksamen Spezies, 

So fand z. B. Banking, daß auf Nahrgelatine mit Rohrzucker 
Bact. aoetosum Oxalat bildet, Bact. KUtzingianura nicht, daß Bact, ^ceti 
aus Aethylenglykol Oxalat bildet, Bact. oxydans nicht, daß aus Glykol- 
aäure Bact. aceli Oxalat bildet, Bact. industrium nicht u. s. w. 

1 8. Wenn man mit einer Öse von Material bestimmten Alters 
impft, so stellen sich, da die Menge des Impfmaterials so nicht absolut 
genaii bemessen werden kann, wohl anfangs kleine Schwankungen ein, 
doch gleichen sich diese bald au.s (Hoter 1899, 8. 66). 

2. Die Art und Menge der gebildeten Säuren und Basen wii-d meist 
für eine Spezies verschieden ausfallen, wenn das Nährsubstrat in seiner 
Zusammensetzung verändert wird. So erzeugt nach Banihng Bacterium 
aceti auf Nährgelatine mit 1 "/o Pepton und 1 "/^ Fleischextrakt, bei 
Zusatz der folgenden Stoffe kein (Ol, mäßig reichlich (1), reichlich ''2), 
sehr reichlich (3} K.alziumoxalat ; Dextrose 1, Lävulo.se 2, Galaktose 0, 
Maltose 0, Rohrzucker 1 , Milchzucker 0, Raff inose 0, Rhamnoae 1 , 
Arabinose S, Stärke 0, Isoliehenin ], Inuliu 0, Glykogen 0, Dextrin 0, 
Gummi arabicum 0, Methylalkohol 0, Aethj-Ialkohol 0, Propvlalkohol 0, 
Butylalkohol 0, Amylalkohol 0, Aethylenglykol 3, Glyzerin 2, Ery- 
thrit 3, Mannit 0, Dulzit 0, Ameisensäure 0, Essigsäure 0, Propion- 
säure 0, Buttersäure 0, IsobutterBäure 1, Baldriansäure 0, Glykol- 
säure 3, Milchsäure 0, Malonsäure 2, Bern st ein säure 0, Brenzweinsäure 2, 
Äpfelsänre 0, Weinsäure 0, Zitronensäure 0, Giykokoll 0, Sarkosin 0, 
Leuzin 0, Harnstoff, Harnsäure, Kroatin, Kreatinin, Benzoesäure, Hip- 
puraäure, Salizylsäure, TjTosin 0, 

Nach Baginskt {Z. f. physiol. Chemie XH, 434} bildete ein Bact. 
I actis aerogenes, welches er aus Milchkot isolierte, aus Milchzucker 
(36 g Milchzucker, 8 g Pepton, 1,6 Dikaliumphosphat, 0,15 Kalzium- 
chlorid, 0,3 Magnesiumsulfat und Kalziumkarbonat) hauptsächlich Essig- 
säure, daneben wenig Azeton und wenig Milchsäure, aus railchsauren 
Salzen höchst wahrscheinlich wesentlich Buttersäure (S. 448). Nach 
Emueeling erzeugte Bacillus lactis aerogenes aus Milchzucker Essig- 
säure und Bernsteinsäure, aus Glukose i-Milchsäure und Essig- 
säure, in beiden Fällen auch sehr wenig Alkohol, aus Mannit viel 
Bernsteinsäure, viel Alkohol (15 aus KXI Mannit) und wenig flüchtige 
Säuren. Täte ( Joum. Amer. Soc. LXII, 1 263j zeigte, daß bei Vergärung 
der Dextrose durch" einen Spaltpilz aus 9 Mol. Dextrose ^ 2 Mol. 
Alkohol, 1 Mol. BeiTtsteinsäure, 7 — 8 Mol. I-Milchsäure, aus Khamnose 
feine Metbylpenfnse) = 5 Mol. Essigsäure, i Mol. i-Milchsäure bildete. 
Gbimrert (Ann. Pasteur IX, 840) erhielt durch Pneiunoniekokken aus 
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Alkohol EsHigäSure l-Milchsäure Benist oinsUure 
100 Th. Saccharose Spur 29,5 34,6 

100 Th. Laktose 13—16 21—30 23—27 

100 Th. Arabinose 36,1 49,9 

3. Ea können schon kleine Mengen von Stoffen im Nahraubstrate, 
welche nicht als Nährstoffe zu bezeichnen sind, den Verlauf der Säuerung 
in einer Kultur andern. So z. B. hängt die Energie und Art der S;iui-e- 
bildung manchmal sehr wesentlich von der anfänglichen Reaktion des 
Nährbodens ab. Madigen (1897) untersuchte die Titer von Rein- 
kulturen eines Diphtheriebazillus, die mit Kalbsbouillon hergestellt 
worden waren, eingehend. Normalerweise wird eine solche Kultur 
erst mehr und mehr sauer, dann nimmt die Säuerung ab, schließlich 
reagiert die Kultur mehr und mehr, hie zu einer gewissen Grenze, 
alkalisch. Wenn man nun die Bouillon von vornherein recht sauer 
macht, so nimmt die Säurebildung in diesen Kulturen mehr und mehr 
zu, bleibt aber schließlich auf einem gewissen Punkte stehen: macht 
man die Bouillon von vornherein möglichst alkalisch, so entwickelt sich 
ihr Titer stets normal. Bei Bouillon mit von vornherein zwischenliegenden 
Titem ist das Verhatten der Kulturen wechselnd. HlLBEBT's Unter- 
suchungen (1898) bestätigen die Angaben Madsen's. 

Hier liegt die Sache wohl so, daß die im Anfang des Wachstums 
der Kultur stattfindende Säurebildung bald zum Stillstand des Wachs- 
ttuns fuhrt, m daß ältere Oidicn nicht mehr zur Wirkung kouunen 
können oder Stoffwechselprodukte, welche schließlich zu Basen ver- 
arbeitet werden, nicht gebildet werden können. 

Gbimbeet (1893) fand, daß in sich mehr imd mehr säuernden 
Kulturen an Bacillus orthobutylicus relativ viel Butylalkohol und relativ 
wenig Säure gebildet wird. Hält man das Substrat mit Kreide neutral, 
80 wird relativ wenig Alkohol und relativ viel Säure erzeugt. 
Glyzerin ohne Kreide gab in 52 Tagen für 1 g Glyzerin: 
0,643 Butylalkohol, 
0,02ß Essigsäure, 
0,163 Buttersäure, 
Spuren Milchsäure. 
Glyzerin mit Kreide gab in 52 Tagen für 1 g Glyzerin: 
0,075 Butylalkohol, 
0,025 Essigsäure, 
0,228 Buttersäure, 
Spuren MilcLsäure. 
Henneberg (1898, S. 146) fand, daß Bacillus aceti in Biere, 
welches mit 1 */o PO*H^ versetzt war, mehr Essigsäure erzeugte als 
in unversetztem Biere. 

Ptst (Ann. Fast. XII, 63 — 72) fand, daß Bact. coli bei Zusatz 
von B pro mille Phenol zur Nährlösung aus Mannose statt 1-Milchsäure 
r-Milchsäure bildete. 

4. Die Temperatur, bei welcher eine Kultur wächst, ist selbstver- 
ständlich von großer Bedeutung für die Titerbildung. Hennebero (1898, 
S. 72) brachte je 25 ccm sterilisiertes Lagerbier mit '/t *^<-"™ Alkohol 
in Erlmeyerkölbchen, impfte mit möglichst gleich viel einer Kultur von 
B. aceti etc. und ließ die Kölbchen bei 33, 26-29" und bei 15" stehen. 
Die Titration ergab nach dem 3. und 7. Tage folgenden Prozentgehalt 
an Essigsäure in der Flüssigkeit. 
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3. Tag 7. Tag 3. Tag 7. Tag 3. Tag 7. Tag 
B. oiydana 0,04 0,06 0,19 1,36 0,13 0,05 

B. acetoauin 0,05 0,08 4,48 4,57 2,3 4,32 

B. aceti 0,03 0,04 4,19 3,88 0,09 1,27 

B. KütBingianum 0,04 0,05 4,17 — 0,67 2,89 

B. Pasteurianum 0,02 0,04 2,67 3,68 0,05 0,08 

Dabei ist zu bemerken, daS das Tetnperaturoptimum für daa 
Wachstum nicht mit dem für die Oxydations Wirkung zusammenfällt, 
denn wir sahen das Optimum für das Wachstum von B. aceti, Pasteu- 
rianum, Eützingianum bei 46" liegen. 

6. Die Sauerstoff menge, welche den Bakterien zur Verfügung steht, 
kann von größtem Einflüsse auf die Titerbildung in der Kultur sein. 
Hellin (1894, S. 308) fand, daß Lackmusmolke, die mit Massaua- 
cholera infiziert war, bei ananrober Behandlung sich rötete, bei genü- 
gender Luftzufuhr sich bläute. Jedoch fand Conrad (1897, S. 64), 
daS sein Bacterium brassicae acidae bei 22** in einer Krautabkochung 
{l-f-2}, der 6% Kochsalz zugesetzt worden war, die gleiche Menge 
Säure produzierte, ob es bei- Saii«rstoftentritt oddr bei'Sanerstoäab- 
schlufl wuchs. 

HoYER (1899, S. 51) fand, daß in Kölbchen, die mit Watte- 
pfropfen versehlosßen waren, die Yersftuening viel unregelmäßiger ver- 
lief, als in Becherglftsern, welche mit einer Glasplatte bedeckt waren; 
auch die Höhe der Fllissigkeitssäule war von Einfluß (S. 54). 

6. Ea kann bei der Sfturebildung eine Saure fast ausschließlich be- 
teiligt Bein, oder es können mehrere Säuren entatehen. Mancl)e Easig- 
bakterien erzeugen z. B. fast nur Essigsäure aus Alkohol. 

Der Bacillus ortbobutyricus von Grihbert erzeugte, neben Spuren 
von Ameisensäure, Butteraäure und Easigaäure (1893, S. 363). 

7. Der Titer und die Natur der fcebildeten Säuren kann während 
des Verlaufea der Entwickelung einer Kultur, unter konatanten ftußeren 
Bedingungen sich verändern. 

Griubert (1893, S. 353} fand für seinen Bac. orthobutylicus, daß 
das Verhältnis zwischen den entstehenden Säuren (Buttersfture -|- Essig- 
aäure) einerseits und dem Butylalhohol andererseits sich beim Altem 
der Kulturen mehr und mehr zu Ungunsten der Saurebildung ent- 
wickelte. In einer Lösung von 5,85 g Invertzucker, 0,25 g Pepton 
auf 100 g mineralische Nährlösung (mit Kreide versetzt), verlief die 
Säureproduktion folgendermaßen : 

Zucherverbrauch 1 Tag 4 Tage 10 Tage 8 Monate 

16"/, 43 Vn 56% 90 70 

1 g Zucker gab 
Butylalkohol 0,016 0,059 0,069 0,108 

Essigsäure ".313^«.« "'"^Lfi^T **'"*''n -^.ir. "'"*«lnq9i 

Butters&ure 0,464( O'*^"^ 0,423('^'^^' (),404:\^'^^^ 0,275("'^'=^ 

Lafak (1895) fand, daß in einer Kultur von Bact. Pasteurianum 
in 126 ccm Lagerbier, bei 33*, der EHSigsäuregehalt bis zum 7. Tage 
fortgesetzt anstieg, dann bis zum 38. Tage fast bis auf 0" allmäh- 
lich hinabsank. 

Dieses Verhältnis beruht hauptsächlich darauf, daß die gebildete 
Essigsäure von dem Spaltpilze weiter zu Kohlensäure verarbeitet wird. 
Lafab fand, daß die Entsäuerung in dem eben beschriebenen Falle 



lyV^lOOglC 



— 95 — 

schon begann, als noch ziemlich viel Alkohol in der Nahrfltiasigkeit. 
vorhanden war. Im allgemeinen wird ferner die VerlLndemng de» 
Nährbodens eine veränderte Arbeitsweise der Spezies herbeiführen können,, 
und das Vorherrschen der verschiedenen Morphoden der Spezies in den 
verschiedenen Entwickelungsstadien der Kultur kann von Einfluß sein. 
Die auegeschiedenen Säuren ktinnen später auch noch zu anderen Stoffen 
als zu Kohlensäure vE:rarbeitet werden, und es kennen mit den Säuren 
zugleich Basen gebildet werden, welche die Säuren mehr oder weniger 
ausgiebig neutralisieren. 

Aus dem Gesagten erkennen wir, daß die Titerbildung in den 
Kulturen] das Resultat von komplizierten Stoffwechsel Vorgängen ist. 
Diese Stoffwechsel Vorgänge nehmen unter bestimmten äußeren und 
inneren Verhältnissen einen bestimmten Verlauf. Es gelangen in die 
Nährlösungen die mannigfaltigen Ezkrete, die in diesen Prozessen ge- 
bildet werden, und ihr Verhalten gibt den Hauptgrund für die Titer- 
bildung. Zugleich können allerdings kleinere oder größere Mengen von 
Stoffen , die aus den absterbenden Individuen austreten, dabei mit- 
wirken. Pie ganze wissenschaftliche Aufgabe, von welcher die der 
Bestimmung des Titers ein kleiner Bruchteil ist, wäre also die Be- 
stimmung aller täglich im Verlaufe . der -Eiitwick«biug der Kultur von 
den Bakterien ausgeschiedenen Stoffe in qualitativer und quantitativer 
Beziehung, der onorganischen und organischen, fest ausgeschiedenen,, 
gelösten und gasförmigen Stoffe, welche täglich aus den ursprünglichen 
Stoffen der Nährlösung gebildet werden. Das Resultat könnte durch Ver- 
gleich der Trockensubstanz- imd Titerbildung mit der Analyse kontrolliert 
werden. Eine auch nur annähernd das Ziel dieser Aufgabe erreichende 
Untersuchung würde natürlich ein vortreffliches Spezieemerkmal abgeben. 
Wir können uns hier nur mit der Bestimmung des Titers beschäftigen. 
B. Allgemeines Über die Bestimmung des Titers 
der Bakterienkulturen. 

Der Indikator, den man zur Feststellung des Titers benutit, ist 
von großer Bedeutung für das Resultat, welches man bei der Titrierung 
erhält, da der Indikator nur dadurch seine Farbe verändert, daß er mit 
den zu titrierenden Säuren oder Basen Verbindungen eingeht. Will 
man deshalb in einer Mischung von verschiedenen sauren Körpern, wie 
sie in den sauren Kulturen meist vorhanden ist, auch die schwächsten 
Säui^n mit titrieren, an muß man einen Indikator wählen, der sich noch 
mit der schwächsten Säure au verbinden vermag, und dessen neutrale 
Farbe zugleich durch die Säure noch genügend verändert wird. Solche 
Indikatoren sind im allgemeinen Rnsolsäure, Tropäolin (KK), Kurkuma. 
Sie reagieren gut mit Essigsaure, Propionsäure, Buttersäure, Kapron- 
säure, Ölsäure, Stearinsäure, Zitronensäure, Benzoesäure u. s. w., 
leichter noch mit Ameiuensänre, Milchsäure, Bernsteinsäure, Weinsäure. 
Lackmus reagiert schon mit Propionsäure schlecht. 

Wendet man einen Indikator, der sich nur noch mit starken Säuren 
verbindet, mit schwachen nicht, an, so wird man diese schwachen Säuren 
in einem Gemische nicht mehr mit bestimmen, den Titer also relativ 
niedrig finden. 

Ganz gleich verhält ea sich bei der Titrierung von Basen. Indi- 
katoren, welche sich noch mit schwachen Basen verbinden und einen 
genügend deutlichen Farben um seh lag zeigen, sind; Jodeosin, Tropäolin <H>, 
Methyl- und Aetbylorange, Helianthin, Dimethylamidoazobenzol, Kongo- 
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Fig. 24. Aiifhewahniugs- 
gefääe für Titerfl(if«ig- 
keilen, bezogen von Franz 
HCGERRHOFF in Leipzig. 

Kg. :;5, Giftpipetle för 
10 ccm. (Nach Arthur 
Meyer : siehe Archiv der 
Pharmacie 1883. S. ö24; 
bezogen v. Hugebshoff, 
No. 5714.) 



Fig. 



rot. Es sind das abo die relativ stark sauren Indikatoren. Freies 
Ammoniak und noch schwächere Basen lassen sich nur mittelst der 
Indikatoren dieser Gruppe bestimmen, nicht mit den vorher genannten 
Indikatoren. Sehr schwache Basen, z. B. Anilin, lassen sich auch mit 
diesen Indikatoren nicht mehr absolut scharf bestimmen. 

Wir benutzen zur Titrierung der Sauren Rosolsäurelösung: 
0,.^ Roöolsaiiro in 50 ccm Alkohol gelöst und 50 ccm Wasser 
hinzugefügt. Die Lösung ist gelbbraun, bleibt durch Sauren unver- 
.Sndert und wird durch Alkalien rosenrot. Man kann nur bei Tageslicht 
den Umschlag gut erkennen. 
•>■}, Ammonsalze vermindern die 

Scharfe des Umschlages. Die 
Rosols&uren des Handels sind 
durchaus nicht alle gleich em- 
pfindlich. Man versetzt lOccm 
Wasser mit 3 Tropfen der In- 
dikatorlösung, fügt (.),5 ccm 
'/ifl -Normal Schwefel säure hin- 
zu und titriert mit '/„(-Nor- 
mal alkali zurück. Der Um- 
schlag muß scharf erfolgen 
und darf nur einen Ueber- 
schulJ von einem Tropfen 
Lange erfordern. 

Zur Titrierung der Basen 
benutzen wir Dimethylami- 
doazobenzol-LösungO,05g 
Dimethylamidoazobenzol 
[C«H^-N'.C«H'N.(CHV] 
in IW ccm 96proz. Alko- 
hol gelöst. Die Lösung 
ist hellgelb und wird durch 
Säuren rot ; schwefelsaure 
Alkalien und Ammoniak ver- 
mindern die Empfindlichkeit. 
Wir wenden '/m-Normalkali- 
lauge und '/jp -Normalschwefel- 
saure zur Titi-ienmg an. 

Man kann 1 Liter Normal- 
schwefelsaure und 1 Liter 
Normal kali von Merck be- 
ziehen, muf) die Lösungen aber 
genau kontrollieren. 

Man prüft die Normal- 
kalilauge am besten mittelst 
reiner, wasserfreier Oxalsäure 
(Herstellung siehe Glaser, 
1901, S. 34) unter An- 
wendung von ßosol säure, 
verdünnt sie dann zu '/lo" 
Normal kali lauge und prüft 
IschwefelöÄure durch Verdünnen her- 
e unter Benutzung von ßosol säure 
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genau anf ihren Titer. Als Endfarbung benutzen wir die Fßrbung, 
welche auftritt, wenn wir 10 com Wasser mit 3 Tropfen K^sols&ure- 
lösuDg und 1 Tropfen ^/jo-NonnalschwefelsÄure versetzen, und vergleichen 
flteta direkt mit dieser Normalfarbe, wenn wir titrieren. 

Zur Aufbewahrung der '/j ((-Normallösungen benutze ich die neben- 
stehend abgebildeten QefäSe mit Büretten (Fig. 24), die von HuGEBSHOFP 
in Leipzig bezogen wurden und bei Berufung auf dieaea Buch in der 
von mir genauer angegebenen Form geliefert werden. Das Gef&fi für 
die Kalilauge wird durch eine mit Natronkalk gefüllte Röhre (Fig. 24 a ^) 
abgeschlossen. Die Gummigebl&se (mit denen die Lösungen hochgepumpt 
werden) reibt man am besten mit etwas Glyzerin ein und bewahrt sie in 
einem geschlossenen Glase auf, damit sie nicht zu bald brticbig werden. 

Femer brauchen wir noch eine 10 ccm-Messpipette, am besten 
eine sog, Giftpipette mit Marke für 10 ccm. Die Pipette {Fig. 25) 
ist aus Glas geblasen. Bei befindet sich eine 2 mm weite Öffnung: 
diene verschließt man beim Aufsaugen einer Flüssigkeit mit dem Zeige- 
finger der rechten Hand, faßt mit Daumen und Mittelfinger das Rohr r 
und zieht dasselbe hoch. An f ist unten ein KtUck Kautschuk schlauch s 
festgebunden, welches sich an das innere Rohr fest anlegt und beim 
Gebrauche der Pipette etwas befeuchtet wird. Ist nach dem Emporziehen 
der Röhre r die innere Röhre mit Flüssigkeit bis zur Marke gefüllt, so lüftet 
man den Zeigefinger bei O, wonach die Flüssigkeit ruhig ausläuft. 

Zuletzt sind noch einigeBechergIftser von 4cra Boden durchmessernötig. 

Ehe man zu der genaueren Prüfung des Säure- resp. Basenbildung; 
Vermögens einer Spezies übergeht, muß man zuerst über deren quali 
tatives Verhalten orientiert sein. Man kann schon in den Platten- 
kulturen die säurebildenden Spezies erkennen, wenn man, wie Bbije- 
KiNCK (1891), Gelatine benutzt, in welcher Kreide aufgeschwemmt ist. 
Durch statt der Ki'eide angewandtes Zinkkarbonat kann man sogar die 
MilchsäHrebakterieu ausscblielien und den Essigsfturebakterien imd anderen 
die Entwickelung allein gestatten. Wir setzen zur vorläufigen Orien- 
tierung über eine bestimmte Spezies dieselbe zuerst in Reagensgifisem 
mit verschiedenen Nährlösungen an und prüfen von 4 zu 4 Tagen mit 
empfindlichem, violettem oder rotem Lackmuspapier (sehr gut ist das 
„Lackmuspapier, einseitig Postpapier in Büchelchen" der chemischen 
Fabrik Helfenberg bei Dresden), indem wir mit der sterilen Öse 
Tröpfchen aus dem Reagensglase herausnehmen und auf das Papier 
aufsetzen. So erfahren wir, ob eine Spezies in einer oder der anderen 
Nährlösung Säure oder Alkali in erheblicher Menge bildet. Für einige 
Spezies, die wir vielleicht zu Versuchen herbeiziehen könnten, will ich 
nach GoTTHEib hier gleich angeben, wie viel sie in 50 g unserer Kähr- 
löaungen in ungefähr 4 Wochen bei 28* Säuren und Basen, ausgedrückt 
Vio-Normallösung, bilden. 

Titer in '/, „-Normal lösung 
Säurebitdung Basenbildung 
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Wenn wir also ttber das qualitative Yerbalteo einer eu anter- 
su eben den SpeEies orientiert sind, so sucben wir zu onseren Uiiter- 
Ruchungen eine möglieb et leicbt konstant herzustellende N&brlösung 
aus, in wetcber die Spezies gut wachst, und arbeiten nun weiter mit 
dieser. 

Wir müssen dann zuerst weiter feststellen, welchen Titer die N&br- 
lüsung gelbst bat, und dieses muß stets mit Hilfe desjenigenlndikators 
geschehen, den wir nachher bei der Tilrierung benutzen wollen. Handelt 
ea sich also um die Untersuchung eines saure bilden den Bakteriums, so 
müssen wir das Verhalten unserer N&hrlOsung gegen Rosotsaure fest- 
stellen. Wir gießen 10 ccm Wasser in ein Becberglas von 4 cm 
Bod en durchmesse , wie wir es stets zum Titrieren benutzen, setien 
3 Tropfen Bosolsaure (die Indikatorlösung!) und 1 Tropfen Kalilauge hinzu 
und stellen das Becherglas auf ein Stück weißes Papier. Hierauf bringen wir 
in ein gleiches Bechergläschen 10 ccm der NahrflUssigkeit und 3 Tropfen 
Rosolsaurelösung und vergleichen die Farbe dieses Gemisches mit der 
Farbe der Vergleicbslösung. Ist die Farbe nicht so rot wie die der 
Vergleichslösung, ist die Lösung also sauer, so setzen wir bo viel 
'/jp-Nonnalkali biniu, bis die rote Farbe der Vergleichslösung erreicht 
ist und bestimmen auf diese Weise den Titer der sauren Lösung. Ist 
die Farbe röter als die der Vergleichslösung, so titrieren wir mit 
Vio"'^'''™^'^^'"^ bis zur richtigen Nuance und notieren diesen Titer. 

Haben wir dagegen die Absicht, ein alkalibildendee Bakterium in 
einer Nährlösung wachsen zu lassen, so bestimmen wir den Titer der 
Lösung mittelst Dimethylamidoazobenzols („Qelb"). Wir stellen eine 
Vergleicbslösung her, indem wir 10 ccm Wasser mit 3 Tropfen Gelb- 
lösung versetzen und 1 Tropfen Saure hinzufügen. 10 ccm der Nähr- 
lösung werden mit 3 Tropfen Gelblösung versetzt und die Farbe wird mit 
der Vergleichslösung verglichen. Ist die Lösung röter als die Ver- 
gleich slösung , so titriert man mit '/lo'^'"™^^^^ zurück, bis genaue 
Gelbfärbung eintritt und bestimmt so den Titer; ist die Lösung gelb, 
so setzt man '/io*S*'"'e bis zur Rotfkrbung hinzu und titriert mit V|o- 
Normalalkali bis zur Qelbf&rbung zurück. Als Vergleichslösung dient 
eine Lösung von 10 ccm Wasser, 3 Tropfen Gelblösung, 1 Tropfen 
Vio"Normalkali. Hat man so den Titer der Nährlösung festgestellt, so 
impft man 50 ccm der Nährlösung mit passendem Material der Spezies, 
läßt diese genügend lange Zeit bei konstanter Temperatur auf die Nähr- 
lösung einwirken und titriert dann 1(^ ccm der Nährlösung mit dem 
passenden Indikator, also bei saurer Lösung mit Rosolsaure, bei basischer 
Lösung mit Gelblöaung, wieder. Nun wird der Ueberschuß an Saure 
oder Base in '/jo-ccm-Normallösung für 60 ccm berechnet. 

Bezüglich der Verwendbarkeit so gewonnener Zahlen für die Be- 
stimmung der Spezies sagt Gottheil (19t)l) in seiner unter meiner 
Leitung ausgeführten Arbeit: 

„Wie vorauszusehen, zeigen die Resultate meiner Untersuchungen, 
(laß für ein und dieselbe Spezies die unter den gleichen Bedin- 
fiungen gebildeten Säure- und Alkalimengen variieren können. Bei- 
spielsweise erhielt ich für Bacillus pumilus, den ich von ver- 
schiedenen Nährböden isoliert hatte, folgende Resultate: I. Nach 
(i-wöchentlicher Entwickelung bei 28* in Nahrlösimg IV; 10 ccm ^8,5 com 
'',0-NormalschwetelHaure. IL 1, Nach 4 -wöchentlicher Entwickelung; 
10 ccm = 6,G ccm '/; „-Normal Schwefel saure. 2, Nach 6- wöchentlich er 
Entwickelung; 10 ccm =^ 2,8 ccm Yj„-Normalschwelelsaure. Es ist 
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also auf die Resultate der quantitativen BestinunuDg meistfins weniger 
Wert zu legen; doch ist der Nachweis, dafl überhaupt 8&ure oder Alkali 
von einem betreffenden Bakterium in einer LOsung von konstanter Zu- 
sammensetzung, bei bestimmter Temperatur, nach bestimmter Zeit und 
in Eötbchen von gleicher Größe gebildet wird, als gutes Spezies- 
merkmal zu gebrauchen.'' 

Hierzu ist jedoch zu bemerken, dafl die Frage noch einer genaueren 
Durcharbeitung bedarf, und daß bei genauer Innehaltung aller Vor- 
sichtsmaßregeln die Brauchbarkeit weiter zu gehen scheint, als hier 
angenommen worden ist. 

Mit Berücksichtigung aller bisher besprochenen Momente stellen 
wir nun den folgenden Versuch an, unter Rücksichtnahme auf den 
Zweck, das Resultat dea Versuches zur Charakterisierung der Spezies 
zu verwenden. 



Uebung 15- 

Titrierung der von Bacillus tumetcens in einer NährlAsung 

erzeugten Säure. 

Eine leicht konstant herzustellende Nährlösung für Bacillus 
tumescens ist Nährlösung VII. Auch Nährlösung V könnte, nach Vor- 
versuchen, für die Versuche Verwendung finden. Der Spaltpilz wuchst 
auch in Nährlösung I, doch ist diese, wegen des Gehaltes an Fleisch- 
extrakt und Peptotl, nicht stets in gleicher Zusammensetzung herzustellen. 

Für den Versuch verwenden wir ErlmeyerkÖlbchen, welche von 
Schott & Genossen in Jena bezogen werden können, von genau 
folgender Form. Sie sind 9 cm hoch, besitzen eine Halsweite von 
2.5 cm, einen Hals von 1,5 cm Höhe, einen Boden von 8 cm Durch- 
messer. In drei solcher steriler Kölbchen wiegen wir je genau 50 g 
Nährlösung VII (Kaliumnitrat 1 g, Rohrzucker 0,5 g, Giycerin 1 g, 
zu mineral. Nährlösung 100 ccm), schließen mit dem sterilen Watte- 
bausche und sterilisieren 15 Minuten im Dampftopfe. Wir impfen dann 
die Kölbchen mit je einer Ose voll einer Kultur von Bacillus tumescens. 
Diese Kultur wird mit abgekochtem Sporenmateriale hergestellt, welches 
von mindestens zehnmal auf D-Agar zur Sporenbildung gebrachtem 
Materiale herrührt. Sie muß 15 Stunden bei 28" gewachsen sein, da- 
mit sie gerade in kräftiger Oidienbildung begriffen ist. 

Wir haben hiermit fünf Momente betont, welche für die Konstanz 
der Resultate von großer Wichtigkeit sind: 1. die Sauerstotfzufuhr, be- 
stimmt durch die Form des Glases; 2. die Reaktion des Substrates, 
bestimmt durch die Zusammensetzung der Nährlösung; 3. die Art des 
Impfmaterials; 4. das Alter des Impfmaterials; 5. die Temperatur. 

Wir untersuchen nun ferner nach acht Tagen, nach 14 Tageu und 
nach vier Wochen den Titer je eines Kölbchens in folgender Weise. 

Wir bestimmen nach acht Tagen zuerst den Titer der Kultur. 
Wir prüfen mit Lackmuspapier und finden eine saure Reaktion. Um 
unsere Kulturflüssigkeit wieder auf ihr altes und auf ein konstantes 
Volumen zu bringen, gießen wir sie in einen Kolben von 50 ccm, 
spülen mit sehr wenig Wasser öfter nach und füllen mit dem Spül- 
wasser den Kolben genau bis zur Marke auf Mit der 10-ccra-Meß- 
pipette {Giftpipette) bringen wir genau 10 ccm der Kulturflüssigkeit in 



iv^iOOgle 



— 100 — 

ein Becberglas, setzen drei Tropfen Kosolsäure hinzu und lassen, nacb 
Ablesen der Bürette, Via-^^nnalkalj bis zum genauen Eintritt des 
durcb die Kontrollösung (3 Tropfen Rosolsäure -~\- 10 ccm Wasser 
+ 1 Tropfen '/lo-^örmalkali) bestimmten roten Farbentons binzufUeßen. 
Wir lesen ab. Wir wiederholen den Versuch dreimal. Wir brauclien 
beispielsweise für 10 ccm der KulttirSässigkeit : 

1. 0,55 ccm Vio-Normalkali 

2. 0,63 „ Vio 

3. Ofi ., Vio 

Mittel 0,59 ccm 7,^ - Nornialkali. 

Wir müssen nun noch feststellen, wie sich unsere Nälirlösung ur- 
sprünglich gegen Rosolsäure verhält. Wir machen das in der auf 
S. 08 angegebenen Weise und finden dann z. B.. daß die Nährlösung 
sich mit drei Tropfen Rosolsäure nur äußerst schwach nach Rot hin 
verändert, schwächer als eine gleiche Rosolsäurelösung , welcher wir 
einen Tropfen Y,^- Normalkali hinzufügten. Dann könnten wir unsere 
Lösung als neutral betrachten und brauchten keine Aenderung an 
unserem Resultate vorzunehmen. Danach wären in 50 ccm der Nähr- 
lösung in acht Tagen eine 2,!I5 ccm Vio-Nomialkali äquivalente Säure- 
menge gebildet worden. 

In gleicher Weise untersuchen wir die 14-tägige und die vier- 
wöchentliclie Kultur und finden z. B.: 
nach 14 Tagen die Säurebildung in 10 ccm = 0,(18 ccm Vio-Normalkali 
nach 4 Wochen die Säurebildung in 10 ccm = 0.88 ccm '/lo - 

Das Resultat unserer Untersuchung könnten wir dann folgendermaßen 
zusammenfassen : 

Säurebildung in 50 ccm Nährlösung VIT, geimpft mit einer Öse 

15 Stunden alten Materials von Bacillus tumescens. 

Spezies Nährlösung Zeit Temperatur ccm '/m -Normallösung 

B. tumescens VII 8 Tage 28» 2,95 

., • 14 ,. ,. 3,40 

4 Wochen „ 4,40 

Denselben Versuch kann man auch mit Bacillus asterosporus in Nähr- 
lösung Va anstellen. 10 ccm der Nährlösung gebrauchten bei Titrie- 
rung mit Rosolsäure ungefälir 0,75 c*m '/i(,-Nonnalkali. (Die Lösung 
reagierte dabei schwach alkalisch auf Lackmuspapier und brauchte bei 
Titrierung mit (lelblösung für 10 ccm 0.27 Vio'Normalsäure.) Nach 
acht Tagen gebrauchten 10 ccm ungefähr 1.16 ccm. Zieht man davon 
0,75 ccm ab, so wäre danach in acht Tagen eine 0,41 ccm Vj„-Nomia!- 
kali entsprechende Säuremenge in 10 ccm entstanden. 50 ccm also = 
2,05 ccm '/io-NormalkaIi. 

In vielen Fällen bilden die Bakterien Alkali. In einem solchen 
Falle würden wir bei der Titrierung der Kulturflüssigkeiten ganz so 
verfahren wie vorher, nur würden wir als Indikator 3 Tropfen Dime- 
thylamidoazobenzollösung hinzugeben, hierauf so lange '/lo-Normal- 
säure zusetzen, bis die Lösung deutlich rot wäre und dann wieder so 
lange mit '/lo-Natronlauge zurücktitrieren, bis gerade der Umschlag in 
(ielb erfolgte. Als Vergleichslösung für Beendigung der Reaktion 
dienten 10 ccm Wasser mit ii Tropfen Gelblösung und 1 Tropfen Alkali. 
Zu Versuchen der Art können wir eine der von Gottheil untersuchten 
alkalibildenden Spezies wählen. 
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Kapitel XVI. 
Die Gasbildung in Bakterienkulturen. 

Litteratur. 

Beljtriack, Ueber Sfurillum desul/urians als Ursache von Sulfatreduktion; 
Cen'ralbl. f. ßait. 189$. IL Abt., Bd. /. S. I. — SelJerJnck. Schve/elieasserstof- 
bihlung in den Stadtgräben und Aufstellung der Callung Aerobacter; Centralbl. f. 
Bakl. igoo, IL Abt.. Bd. VI, S. ig6. — Coarad, Bakteriologisehc und chemische 
Studien über Sauerkrautgärung; Archiv für Hygiene iSgy, Bd. XXIX, S. 56. — 
Grtmbert, Fermentation anae'robte produite par U Bacillus orthobutylicus s/s Varia- 
tion!! saus certaines inßuencei biologiques; Annales de fimtitui Pasteur iSgj, Bd. VII, 
P- 35.1. — HempH, Gasanalytische Methoden, Braunschweig iSgo. — ffetst. Vfber 
(Sasanfnahme und -abgäbe von Kulturen des Pestbatilliis; Zeilschr. f. Hygiene u. Inf, 
iSgT, Bd. XXV, S. 477, — Hesse, Ueber den Ursprung der in Kulturgläsern auf- 
tretenden Kohlensäure; Arch. f. Hyg. 1S97, Bd. XXVIII, S. 307. — Hesse, Ueber 
die gaifSrmigen Stoffwchselproduite beim Wachstum der Bakterien ; Zeilschr. f. Hyg. 
u. Infektionskranth. iSgj, Bd. XV. S. 17. ~~ B. Neuaiaaa, Gasanalyse und Gas- 
Volumetrie; Letptig IQ02, Hireel. — Ptrdrix, Sur les fermenlations frcduites par un 
microbe ana/robie de l'eau; Annales de V Institut Pasteur i8gl. p. 286. — Pefrl und 
Maassea, Weitere Beiträge tur Schwefela-asserstoffbildung aerober Bakterien und 
kurze Angaben über Meriaptanbitdung derselben; Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesund- 
heilsamte iSgj, Bd. VIII, S. 4go. — Pelrl und Maassta, Beiträge zur Biologie 
der krankheitserregenden Bakterien, insbesondere über die Bildung von Schvefelvasser- 
stoß durch dieselben unter vornehmlicher Berücksichtigung des Schweinerotlaufs; Ar- 
beilen aus dem Kaiserl. Gesundheitsamte 1893. Bd. VIII. S. 31». — Bubaer, Ueber 
den Modus der Schieefel-u'assersloffbildung bei Bakterien; Archiv f. Hygiene, Bd. XVI, 
S. 53- — Stagttltla-Balhtrerl, Die Verbreitung der Sch-ioefelifassers'lo0ildune unter 
den Bakterien; Archiv f. Hygiene, Bd. XVI, S. 10. — WinHer, Lehrbtich der tech- 
nischen Gasanalyse. Freiburg iSg2. 

Allgemeines Über die Gasbildung. 

Nicht selten treten unter den Stoftwecbselprodukten so große 
Mengen von Gasen auf, daß sie in Form von Oasblasen in den Kultur- 
medien aufsteigen und wir sie aufzusammeln vermögen. Es ist sehr 
leicht möglich, daß diese energische Ganeutwicklung für manche Spezies 
von besonderer biologischer Bedeutung ist. FUr jede Spezies ist die 
unter bestimmten Äußeren Verb (ihn issen gebildete Gasmenge und Gasart 
höchst wahrscheinlich konstant, so daß wir die Oasbildung mit unter die 
Speziesmerkmale aufnehmen dürfen, wenn wir vorsichtig verfahren. Die 
Qualität und Quantität der erzeugten Gase ist sicher auch von den 
Faktoren abhängig, die wir bei der Säurebildnng erwähnt haben, doch 
scheint es fast, als sei die Qualität des erzengten Gases von äußeren 
Einflüssen weniger abhängig als die der erzeugten Säuren. Im allge- 
meinen sind wir jedoch über diese Frage noch wenig unterrichtet. 

Von in größerer Menge in den Bakterienkulturen erzeugten und 
auffangbaren Gasen sind bekannt geworden Kohlensäure, Schwefel- 
wasserstoff, Stickstoff, Wasserstoff und Sumpfgas. Davon sind Kohlen- 
sKnre und Schwefelwasserstoff relativ leicht löslich in Wasser und des- 
halb manchmal weniger auffallend, wenn sie nicht in großer Menge ent- 
stehen. Ein Volumen Wasser löst ungefähr 1 Vol. CO^, 3—4 Vol. 
H*S, 0,014 Vol. N, 0,(119 Vol. H, 0,0.''.9 Vol. CH^. 

Bemerken will ich noch, daß einige starkriechenden, bei gewöhn- 
licher Temperatur nicht gasförmigen Körper sich oft durch den Geruch 
verraten, so Trimethylamin K[CH^j', Merkaptane, z. B. Methylmer- 
kaptan CH'— SH (bei"200 siedend), welches mittelst Isatin-Schwefel- 
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saure Dacbzuweisen ist (Morris, Archiv f. Hygiene XXX, 8. 304; Petbi 
und Maässen 1893, S. 498), dae wie Naphthylamin riechende Indol 

CH^s* >CH (nachzuweisen durch die RotfArbung, die es mit 

\nh/ 

Natriumnitrit und Schwefelsaure annimmt) und das fskal riechende 
Skatol. 

Ueber die einzelnen Gase ist folgendes zu bemerken: 

Kohlensäure bildet sich sowohl bei der normalen Sauerstoff- 
atmung als auch bei der intramolekularen Atmung (Hesse 1893 u. 1897) 
der Bakterien, doch scheint bei der intramolekularen Atmung dieses 
Gas auch fehlen zu kennen, da Ad. Mater (Centralbt. f. Bakt. 1892, 
Bd. XII, S. 99) bei einer Milchs&ureg&rung keine CO^ fand. 

Schwefelwasserstoff scheint nach den Untersuchungen von 
Staonitta - Balistreri (1893) und Petri und Maassen (1893) von 
vielen Bakterienspezies in pep tonhaltiger Bouillon gebildet zu werden. 
Gewisse Bakterien kfinnen aus Sulfaten Schwefelwasserstoff bilden 
(BsiJERiNOK 1885), andere, wie z. B. der Granulobacter Beijerince's, 
nicht; auch Sulfide und Thiosulfato können als Quellen für die Schwefel- 
wasserstoffbildung dienen (Rubnbr 1893, S. 60; Beijerinck 190<), S. 104), 
und wenn man fein verteilten Schwefel ihren Kulturen zusetzt, so 
scheinen sehr viele Bakterien das Gas zu erzeugen. 

Jedenfalls ist die Schwefelwasserstoffbildung sehr wesentlich be- 
dingt durch die Art des Nlhrsubstrates. Nach Petbi und Maassen 
(1893) bilden die 10 von ihnen untersuchten Spezies in Bouillon mit 
5 — 10"/^ Pep(«n alle Schwefelwasserstoff, während in passender reiner 
Nfthrbouillon ohne Pepton Cholera und Schweine rotlauf keinen Schwefel- 
wasserstoff erzeugten. Bei den hier genannten Untersuchungen wurde 
der Schwefelwasserstoff wesentlich nur an der Schwärzung erkannt, 
welche mit basischem Bleiacetat getränkte Papierstreifen Über den 
Bakterienkulturen erlitten. 

Beijerinck (1900, S. 196) wandte zur Erkennung der Schwefel- 
wassers toffbitdner in Plattenkulturen mit BleiweiB versetzte alkalisch 
reagierende N&hrgelatine oder (1895, S. 108) einen Agar an, der neben 
Natriummalat, Asparagin und Kaliumphosphat und einer Spur Natrium- 
karbonat eine geringe Menge Mohrsalz (SD*reSO*(NH*)ä) enthielt. 
Stagnitta-Balistreri (1893) benutzten nach Prohue's Vorgang mit 
Eisensaccharat versetzte Gelatine, Morris Gelatine mit Bleizuckerzusatz. 

Zur quantitativen Bestimmung wird das Schwefelwasserstoff ent- 
haltende Gasgemenge über mit Kupfersulfatlösung getränkten , schari 
getrockneten Bimst«in geleitet und die Gewichtszunahme des letzteren 
bestimmt (Neemann, S. 101). 

Stickstoff fanden z. B. Prankland, Stanley and Fbew (Joum. 
ehem. See. LIX, 253) in einem Gasgemische, welches die Pneumonie- 
kokken FriedläNDEr's aus Dextrose erzeugten. 3 g Dextrose lieferten 
150 ccm Gas, welches 61,14 % CO*, 0,07 % 0, 47,41 % H und 
1,38 7o N enthielt. 

Die Entwickelung von Wasserstoff ist sehr häufig beobachtet 
worden. Außer den eben genannten Beispielen sei zuerst erwähnt, daß 
das Bacterium brassicae acidae Conhad's (1897) Wasserstoff neben 
Kohlensaure, Methan (und Milchsaure) bildete. Oft scheint neben Wasser- 
stoff nur noch Kohlensaure zu entstehen. So fand Bbijerincs in den 
von seinem anaeroben Granulobacter saccharobutyricmn und butylicimi 
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erzeugten Gase nur Wasserstoff und Kohlensllure , ebenso Pbrdrix 
(1891) bei seinem Baoille amylozyme, Winogeadski bei seinem Clo- 
stridium Paetoriannm, Orihbert (1893) bei seinem Bacillus ortbn- 
bütylicus. 

Methan erzeugte z. B. das Bacteriiun brassicae acidae von Conrad 
(1897). Es bildete aus Weißkraut abkochung, der 6 */o Kochsalz und 
8 "/o Dextrose zugesetzt worden waren, durchecbnittlich 

bei 20" bei 35* 

Vol. Proz. CO» 73 86 

„ „ H 24 14 

„ „ CH* 3 1 

Conrad entfernte aus dem Gasgemische zuerst die CO* durch 
Kalilauge, dann den durch Pyrogallol; er verbrannte hierauf den H 
durch Palladiumasbest, das Sumpfgas, mit reinem Sauerstoffe vermischt , 
in Dhehschmidt's Platinkapillare zn CO* und H'O. 

Wir haben bei der Besprechung der Stkurebüdung gesehen, daß 
die relativen Mengen der erzeugten Sauren während der Aufarbeitung 
einer begrenzten Menge von Nahrsubstrat fortgesetzt wecheeln. Ähn- 
lich verbalt es sich auch mit der Bildung von Gasen in begrenzten 
Mengen von Nährlösungen. Bei den folgenden Beispielen, die solche 
Spezies betreffen, welche nur H und CO* erzeugen, finden wir, daS 
anfangs die Produktion des H größer ist als die der CO*, dann wachst 
aber die relative CO*-Menge mehr und mehr und kann unter Umstanden 
zuletzt die Menge des H übersteigen. 

Grimbert (1893, S. 372) fand für seinen „Bacillus orthobutylicus", 
daß derselbe in einer Nahrlfisung, welche in 100 ccm mineralischer 
Nährlösung 0,25 g Pepton und 5 g Invertzucker enthielt, folgende 
Mengen Wasserstoff und £ohlensaure bildete: 

4. Tag 10 ccm CO* 11,6 ccm H 



CO' 


46,2 


H 


25,6 


C0> 


74,6 


H 


21.6 


CO' 


78,5 


miner.li.che N«hr- 



In 20 ccm einer Nährlösung, welche lOU ( 
löaung, 0,25 g Pepton, 2,23 g Mannit enthielt, mit Kreide versetzt war 
und bei 35 " gebalten wurde, bildete derselbe Bazillus (8. 397) : 

Tag ccm CO* ccm H -^^ 



21,6 



58 
41,5 
48,5 



WlNOGKADSKi (Centralbl. f. Bakt. 1902, II, IX, 109) zeigte, daß 
sein Clostridium Pastorianum in den drei angegebenen Nährlösungen 

CO* und H in folgenden Verhaltnissen (pT^) erzeugte: 

D,n,t,z9dbvGoOgle 



Anfang der GSrung: 



1 "/o Dextioa© 1 % Dextroee 1 "/o Dextrose 
0,25 „ Pepton 0,25 „ Asparagin 0,25 „ Pepton 
89 84,5 54,1 





JUg. 


U 




15,5 


46,1 


Hitte: 




69,8 
4(>,2 




47,6 
62,4 


48,6 
51,8 


Schluß: 




45,1 
64,9 




44,1 
65,9 


47,8 
62,5 


EKDRIX'S 


Bacille 


«mylozym 


, der 


seine Entwickelung einstellre 



wenn er in 100 ccm der Kulturflüsaigkeit 0,1 bis 0,12 g Saure (be- 
rechnet als SO*H') gebildet hatte, erzeugte ein Gasgemisch, welches 
teilweise durch Atzkali absorbiert werden konnte, zuletzt durch Ver- 
brennung mit Bleichromat völlig in Wasser verwandelt wurde und danach 
kein anderes Gas als CO* und H* enthielt. 

In Bouillon, welche mit Kalziumkarbonat und 1,95 "/o Destrose 
versetzt worden war, entwickelte dieser Bazillus in Stickstoffatmosphflre 



H 



CO* 



CO* 



CO» 1 



36 Stunden nach der Impfung 1200 ccm 610 ccm 



Ebenso, aber mit 4,8 



5340 „ 
I */o Sacharose 



241(1 
4080 



3 Tage nach der Impfung 



276 
350 



220 
310 



11 



1170 



48 



Der Bazillus Fbiedlander (Frankland, Stanley 
ref. Koch's Jahrb. 1891, S.' 234) hatte nach einer Gärdi 

47,41 H , „ „ 43,24 H 

11 Tagen erzeugt rm ' ^^'^" ^^ Tagen 



180 „ 

id PREW, 



61,14 CO»' 



'5i!,57'CO«' 



Uebung 16. 
Untersuchung der von Bacillus aeterosponis erzeugten Gase- 

1. Voruntersuchung, Wir benutzen kleine Gärkölbclien mit Fuß 
(Christian Kob & Co., Stützerbach [Nr. 416 der Preisliste], Paul Alt- 
mann, Liste 1902, Abt, II, Nr. 6.10), die ungefähr 12 ccm fassen. Wir 



iv^iOOglC 



— 105 — 

waschen zw«i Kölbchen gut mit Wasser aus, spQlen sie mit ein paar- 
Tropfen Spiritus aus, schließen sie mit einem vorher im Heiäluftschranke 
stenlisierten Baumwollenbausche und stellen sie 30 Minuten in den Daropf- 
top£ Hierauf füllen wir die Kugel eines jeden der aufrechtstehenden 
üärkölbchen mit steriler Nährlösung I, biegen das Kölbchen zurück, so 
daß die Flüssigkeit in den gebogenen Schenkel hineinfließt und ihn ganz 
erfüllt schließen die Kölbchen mit dem Wattebausche und sterilisieren 
sie fünfzehn Minuten lang im Dampftopfe. Wir impfen mit einer Öse 
voll von Materiale, welches aus abgekochten Sporen von Bacilluä 
asterosporus in 24 Stunden bei 18* erwachsen ist Wir beobachten 
den Verlauf der Gasentwicklung und das Verhalten der Bakterien 
während der Gärung sowohl makroskopisch als mikroskopisch, so- 
lange wie Gasentwicklung stattfindet und notieren unseren Befund. 
Wir beachten den Geruch des Gases. 

2. Quantitative Bestimmung der Bestandteile des Gases. Zur 
Durchführung dieser Uebung brauchen wir eine „Bakterien-Gasbürette"- 

und einen kleinen Apparat zur Dar- . . 

Stellung des Sauerstoffes, den wir von 
Dr. Siebert & Kühn in Kassel, Hohen- 
zollernstrasse 4, herstellen lassen können, 
femer einen kleinen Induktionsapparat 
und schließlich zwei Chromsäureele- 
mente. 

Ich beginne mit der Beschreibung 
der Gasbürette und bespreche dann 
deren Füllung, sowie die Gasgewinnung. 

a. Die Bakterien-Gasbürette 
(nach Arthur Meyer). Die Bürette 
(Fig. 26) besteht aus einem w-förmig- 
gebogenen Glasrohre von U,5mm lichter 
Weite, welches ungeMir 55 ccm faßt und 
von einem Glasfuße G getragen wird. 
Der eine etwa 18 cm lange Schenkel des 
Rohres trägt oben einen schräg gebohrten 
Glashabn h mit 4 mm dickem, 3 cm 
langem, oberem Sehenkel, einen gleichen 
aber in das Rohr hineinragenden Haim 
//, dessen Röhrchen 4 mm dick, dessen 
vorderes Stück 2,5 cm lang ist, unten. 
Dieser Schenkel ist von oben ab in 
14 ccm geteilt, mit Unterteilen von 0,2 ccm ; 
über dem Hahne// befindet sich ein 3,5 cm 
langes ungeteiltes Stück; ganz oben 
sind dem Schenkel zwei Fl^tindrähte E 
eingeschmolzen. Der andere etwa 23 cm 
lange Schenkel ist mit Teilstrichen versehen, die genau den Kubik- 
zentimeter-Teilstrichen des ersten Schenkels gegenüberstehen, und ist 
unten in eine Kugel K erweitert. Etwas oberhalb der Kugel und 
gegenüber sind noch Niveaustriclie für Quecksilber auf der Rückseite 
der Bürette angebracht Bis zum oberen Ende der Kugel faßt di& 
Röhre ungefälir 35 ccm, während der andere Teil des w-Rohres danach, 
noch 20 ccm Inhalt besitzt. 
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Zum Herausnehmen von Flflssigkeit aus dem Rohre dient eine 
Pipette, welche aus einem 7 mm dicken, unten zur Spitze ausgezogenen 
Glasröhre, dem oben eine hohle Kautschukkugel aufgesetzt ist besteht 
Vor dem Gebrauche der GasbOrette sind die Hähne sorgfältig, aber 
nicht zu starft, mit einem Gemische aus zwei Teilen Taig und einem 
Teile Fett einzufetten, und dann ist die Dichtigkeit des oberen Hahnes 
zu untersuchen. Wir fQllen die Bürette mit Wasser, lassen durch den 
oberen Hahn ungefähr 0,4 ccm Luft ein, schließen den Hahn und bringen 
dessen Rohr mit der Luftpumpe in Verbindung. Wenn der Hahn gut 
schließt, so darf kein Gas aus der Bürette austreten. Läßt sich Gas 
aussaugen, 80 muß die Bürette an den Fabrikanten zur Verbesserung 
zurückgesandt werden. 

b. Die Gasentwicklung durch Bacillus asterosporus. Wir 
reinigen die Gasbürette, nachdem wir vorher das Fett von den Hähnen 
entfernt haben, mit Wasser, spülen sie innen sorgfältig mit wenig 
Spiritus durch, gießen den Spiritus aus, schließen die Bürette mit einem 
sterilen BaumwoUenbausche und stellen sie 15 Minuten in den Dampf- 
topf. Wir erhitzen das in einem Bechergläschen befindliche Talgfett, 
fetten die Hähne mit ganz wenig Fett ein, ohne die Bohrungen zu 
verstopfen, ziehen die Hähne durch die Flamme und setzen sie ein. 
Wir füllen die Bürette in folgender Weise mit der kurz vorher 
20 Minuten im Dampftopfe erhitzten, dann wieder erkalteten Nähr- 
lösung I (1 Pepton, 1 Fleischextrakt, 1 Rohrzucker, 100 Wasser). Wir 
■ölfhen den oberen Hahn, füllen die Bürette ganz voJl. so da£ die 
Flüssigkeit durch den oberen Hahn ausläuft, schließen den oberen Hahn 
und lassen nun durch den unteren Hahn so viel Flüssigkeit auslaufen, 
■daß das Niveau im langen Rohre bis zu der der 4 ccm-Marke gegenüber- 
liegenden Marke sinkt. 

Die Flüssigkeit impfen wir, wie in der Voruntersuchung, mit einer 
Öse voll der 24 Stunden alten Kultur von Bacillus asterosporus, 
stallen den Apparat bei 28" beiseite und schreiten zur Gasanalyse, 
wenn 5 ccm Gas gebildet worden sind. 

Wir beginnen damit, das Volumen des Gases genau festzustellen 
und stellen zu dem Zwecke durch Ablassen von Flüssigkeit durch den 
unteren Hahn oder Eingießen von Wasser in den längeren Schenkel 
■das Niveau der Flüssigkeit in beiden Schenkeln gleich. Danach setzen 
wir die Bürette in einen großen Glashafen, welcher mit Wasser gefüllt 
ist, dessen Temperatur wir genau auf 17.5* C. brachten, und lesen, 
wenn das Niveau der Flüssigkeit in dem kürzeren Schenkel konstant 
blieb, was nach 20 Minuten sicher erreicht sein wird, die Gasmenge 
ab, indem wir die Bürette auf den Tisch stellen, die Augen in gleiche 
Höhe mit dem Flüssigkeitsmeniskus bringen und den unteren Meniskus 
■der Flüssigkeit als Marke benutzen. 

In einem Beispiele betrug das Volumen (A) des Gases 
^ 5,13 ccm. 

c. Die Bestimmung der Kohlensäure. Wir entfernen mit 
•der Pipette die Flüssigkeit aus der längeren Röhre bis zum oberen 
Kugelrande. Hierauf lösen wü* in einem Bechergläschen 20 g Kalium- 
hydroxyd in 10 ccm Wasser, erwärmen die Lösung zum Sieden, kühlen 
.sie ab und gießen sie in die Bürette. Wir bewegen die letztere vor- 
sichtig, bringen die konzentrierte Kalilauge möglichst in den anderen 
Schenkel und mischen sie dann möglichst mit der Nährlösung, um alle 
Kohlensäure zu absorbieren. Danach stellen wir die Bürette 20 Minuten 
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in Wasser von 17,5", bringen die Flflssigkeit in beiden Schenkeln 
(eventaell durch Zusatz von etwas Kalilauge 20 + 10) auf gleiches 
Niveau und lesen, wenn alles konstant bleibt, den Stand der Flüssig- 
keit in dem geschlossenen Schenkel ab. Das absorbierte Gas war 
Kohlensäure. 

In dem Beispiele betrug das Volumen (Ä) des Gases 
jetzt 3,76 ccm, so daß Kohlensäure 1,37 ccm vorhanden ge- 
wesen waren. A — a=CO». 

In dem noch vorhandenen Gase wollen wir nun weiter den 
Wasserstoff quantitativ bestimmen. Zu dem Zwecke stellen wir uns 
reinen Sauerstoff dar und setzen dann einen Induktionsapparat in Gang. 

d. Darstellung des Sauerstoffs. Der Sauerstoffapparat {Fig. 27) 
besteht aus einer w-Röhre von 14 mm äußerer Weite, deren längerer, 
33 cm langer Schenkel (/) oben zu einer 
Kugel (K) von ungefähr 110 ccm Inhalt, 
deren ktirzerer Schenkel in einer Ent- 
fernung von 6 cm über der Biegung eben- 
falls zu einerKugel ungefähr von HOcciu In- 
halt aufgeblasen ist, die oben einen schräg 
gebohrten Hahn mit 4 mm dicker 
Röhre trägt. An zwei Stellen ( — p und 
+ fi) sind Platinösen eingeschmolzen, 
welche mit einem 2,5 cm breiten, 4 cm 
langen, der Länge nach zu einer Spirale 
aufgerollten, dünnen Nickelbieche ver- 
bunden sind. Die Röhre ist in ein Brett- 
chen eingelassen. 

Man füllt den Apparat mit zehn- 
prozentiger Kalilauge, indem man diese 
zum offenen Schenkel hinein gießt, nach- 
dem man den Hahn, unt«r den man ein 
Porzellanschälchen hält, geöffnet hat Läuft 
die Flflssigkeit aus dem Hahne aus, so 
schließt man denselben und gießt das 
Rohr bis unter die Kugel K voll. 

Zur Herstellung des Sauerstoffes 
verbindet man die Drahtöse (-|-/), die 
zur Elektrode der unteren Kugel führt, 
mit dem Kohlepol (+Pol) eines Chrora- 
säureelementes, welches mit einem zweiten 
hintereinander (der Zinkpol des ersten 
mit dem Kohlepole des zweiten) durch Fig. 27. Sauerstoffapparat 
einen starken Kupferdrahl verbunden ist ""c'» Arthur Meyer. 
Der Zinkpol des zweiten Elementes wird 

mit der anderen Öse {— p) verbunden. Es entwickelt sich der Sauer- 
stoff an der Anode {+/) und erfüllt die Kugel im Laufe von 5— 8 Stunden: 
er ist fast ozonfrei und verliert die Ozonspuren im Lichte bald. 

Zur Füllung der Chromsäureeleraente (z. B. Flascheneiement 
27 cm hoch; Desaoa, Heidelberg; 11 Mk.) benutzt man folgende 
Lösung: 21 g Natrium bichromat in 100 ccm Wasser gelöst und 16 ccm 
Schwefelsäure nach und nach vorsichtig hinzugefügt. 
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e. Der Induktionsapparat Wir benutzen einen kleinen 
Funkeninduktor von unge^r 3000 Windungen (Huoershofp), den wir 
durch eins der Chromsäureelemente in Bewegung setzen. 

f. Bestimmung des AVasserstoffs. Haben wir in der Bürette 
2.5 ccm Gas oder weniger, so können wir darin den Wasserstoff direkt 
bestimmen; ist mehr Gas in der Bürette, so müssen wir einen Teil 
desselben entfernen, da bei Anwendung einer größeren Menge von 
reinem Wasserstoff leicht ein Teil desselben bei der Explosion des 
Gasgemisches hinausgeschleudert wird. 

Um die überschüssige Gasmenge hinauszulassen, füllen wir die 
Bürette zuerst mit einer Lösung von 20 g Kaliumhydroxyd in 10 g 
Wasser, die erhitzt und wieder erkaltet ist, voll und lassen dann durch 
vorsichtiges schnelles Oeffnen und Schließen des oberen Hahnes das 
Gas bis auf 2,6 bis 2 ccm austreten. Hierauf nehmen wir mit der 
Pipette oder durch den unteren Hahn so viel von der Flüssigkeit hinweg, 
d&ä die Niveaus in beiden Schenkeln gleich sind, stellen die Bürette 
20 Minuten in Wasser von 17,5" C. und lesen den Stand des Gases 
in der Bürette genau ab. 

In unserem Beispiele betrug die in der Bürette vor- 
handene Gasmenge (a) = 2.28 ccm. 

Wir wollen nun eine zweckmäßig bemessene Menge Sauerstoff 
zu dem Gase bringen. Wir lassen zu dem Zwecke zuerst aus dem 
langen Rohre der Bürette durch den unteren Halm so viel Flüssigkeit 
in ein Becherglaa ablaufen, daß das Rohr nur bis zum oberen Kugel- 
rande gefüllt bleibt und achten darauf, daß das Rohr des unteren 
Hahnes zuletzt ganz mit Flüssigkeit gefüllt bleibt. Hierauf 
führen wir auf je 1 ccm des Gases ungefähr 3 ccm Sauerstoff zu. 

Wir verbinden den Hahn des Sauerstoffapparates mit dem unteren 
Hahne so durch ein kleines Kautschukröhrchen , daß beide Hähne dicht 
zusammenstoßen, öffnen den Hahn des Sauerstoffapparates und drücken 
das Röhrchen, soweit es auf der Röhre des Bürettenhahnes sitzt, etwas 
breit, damit ein wenig Sauerstoff ausströmen kann und der Schlauch 
ganz mit reinem Sauerstoffe gefüllt wird. Hierauf lassen wir (leo Schlauch 
los, öffnen den Bürettenhahn , bis die angegebene Menge des Sauer- 
stoffs eingeströmt ist, schließen Gashahn und Bürettenhahn und trennen 
die Apparate. 

Wir stellen hierauf die Flüssigkeit in beiden Schenkeln gleich 
hoch ein, setzen den Apparat 20 Minuten in ein Gefäß mit Wasser 
von 17,5" C, lesen den Stand der Flüssigkeit ab und notieren den- 
selben. 

In unserem Beispiele betrug jetzt das Gasvolumen {ß) 
= 10,61 ccm. Danach war hinzugelassen ein Sauerstoff- 
volumen (o) = 8,33 ccm. 

Jetzt füllen wir mit einem kleinen Trichterchen in den schräg 
gehaltenen offenen Schenkel der Bürette langsam, damit keine Luft 
mitgerissen wird, ungefähr so viel Quecksilber ein, daß es bei gleicher 
Einstellung auf beiden Seiten bis zu den ersten (hinteren) Marken über 
der Kugel reichen würde. Wenn wir das Quecksilber einfüllen, so 
steht anfangs das Niveau ün langen Schenkel der Bürette höher als im 
kurzen. Wir stellen es durch Neigen des Apparates gleich, indem wir 
aus dem kurzen Schenkel Wasser in den langen übersteigen lassen. 
Es läJJt sich dieses leicht bewerkstelligen, wenn wir die Bürette fast 
horizontal und denjenigen Schenkel fast horizontal, aber über den 
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anderen halten, in den das Wasser einfließen soll. Hierauf klemmen 
wir den geschlossenen Arm der Bürette in die Klemme eines eisernen 
Stativs ein, damit der Apparat bei der Explosion nicht umfallen kann und 
stellen eine größere Porzellanschale der Vorsicht halber unter. Wir 
verbinden die beiden Platinösen mit den Enden der äuiJeren Spirale 
des Induktionsapparates mittelst zweier dünner, übersponnener Kupfer- 
drShte. bedecken die Bürette mit einem Tuche und setzen den In- 
duktionsapparat in Gang. Ist die Explosion mit dumpfem Schlage 
erfolgt, so entfernen wir die Drähte, setzen die Bürette 20 Minuten in 
Wasser von 17,5" C, stellen dann zuerst durch richtiges Neigen der 
Bürette, Auslassen des Quecksilberüberschusses durch den unteren Hahn, 
oder Zusatz von etwas Quecksilber das Niveau des Quecksilbers auf 
die beiden unteren Marken ein, <lann die wässerige Flüssigkeit ebenfalls 
gleich und lesen den Stand ab. 

In unserem Beispiele waren jetzt 7,2 ccm Gas (r) vor- 
handen; der bei dem Verpuffen eingetretene Gasverlust (g) 
war demnach = 3.41 ccm. Berechnen wir für dieses Beispiel zuerst, 
wie viel dieser \'erlust g Wasserstoff entsprechen würde, so finden wir 
Vs ff = 2,273 ccm. Danach beständen die (a) =i 2,2H ccm aus 2,273 ccm 
Wasserstoff, so daß wir annehmen müssen, es bestehe der ganze Gas- 
rest, also auch die ursprünglich vorhandenen ß-\'olumen = 3,70 ccm 
aus Wasserstotf. 

Danach stellt sich also das Resultat unserer Untersuchung folgender- 
maßen: 

Anfängliches fiasvolumen 5,13 ccm 100 % 

Kohlensäure 1,37 ,. 26,7 .. 

Wasserstoff 3,7li „ 73,3 „ . 

Bei einem anderen Versuche war: 

A = 4.37 ccm 100 «'„ 

a ^ 3,40 ,. A~ti = CO' 0.07 ccm 22,2 „ 
a = 2,4S „ 

ß = io,;t;( .. 

r = ti,5« ,. 

^ = 3,75 „ H = %ff = 2.f) ., 77.« ,. 

In unserem Falle, in dem das durch Bacillus asterosporus ent- 
wickelte Gasgemenge aus CO^ und H allein bestellt, würde nach Ab- 
sorption des noch in der Bürette vorhandenen kein Gas mehr in <ler 
Bürette vorhanden sein. Da jedoch Fälle vorkommen, in denen auch 
noch N in den von den Bakterien erzeugten tlasen vorhanden ist. 
so wollen wir in unserer Bürette zur Uehung den noch vorhandenen 
Sauerstoff absorbieren lassen. 

g) Absorption des Sauerstoffs. Wir nehmen die wässerige 
Flüssigkeit aus dem offenen Schenkel größtenteils weg. lösen in 5 ccm 
derselben 0,(i g Pyrogallol. gießen die Lösung in die Bürette, lassen 
sie in den geschlossenen Schenkel übertließen und mischen sie vor- 
sichtig mit der dort befindlichen Flüssigkeit Der Sauerstoff wird jetzt 
absorbiert. Die Absorption können wir <lurch Umschwenken der Flüssig- 
keit beschleunigen. Findet keine Absorption mehr statt, so stellt man 
die Bürette 20 Minuten in Wasser von 17,5" C, bringt dann Queck- 
silber und wässerige Flüssigkeit in beiden Schenkeln auf gleiches 
Niveau und liest ab. 

In unserem Falle würde nun kein Gas mehr zurück- 
bleiben dürfen. Wir finden jedoch, daß ungefähr 0,1 ccm Gas 
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unabaorbiert bleibt Eb ist dieses eine kleine Menge Kohlenoxyd- 
gas, welches sich durch Oxydation des Pyrogallols gebüdet hat Bei 
der Absorption von 1 ccm Sauerstoff bildet sich bei unserer Methode 
ungeföhr 0,01 ccm CO, welches in Anrechnung zu bringen ist 

h. Analyse anderer Gasgemische. In den Gasgemischen, 
welche die Bakterien bilden, sind erfahrungsgemäß CO* H, N, GH* 
je allein vorhanden oder in verschiedener Weise gemischt Behandeln 
wir ein solches Gas oder Gasgemisch nach unserer eben beschriebenen 
Methode, so können folgende Fälle eintreten: 

1) Es wird das Gas von dem Kaliumhjdroxyd völlig absorbiert 
Dann ist nur CO* vorhanden. 

2. Es bleibt ein Rest übrig nach der Behandlung des Gas- 
gemisches mit Kalilauge. Derselbe kann alle übrigen Gase enthalten. 

3. Wird dieser Rest mit Sauerstoff verpufft und wird dann der 
tiberschflssige Sauerstoff mit Pyrogallol absorbiert, so kann 

a) das Gas ohne Rest verschwinden, 

b) es kann ein Rest übrig bleiben. Dieser Rest ist dann Stick- 
stoff, der direkt gemessen wird. 

Im Falle a kann nun das Gas bestehen aus H oder CH* allein 
oder aus einem Gemische von beiden. So kann 

4. nach der Verpulfung mit Sauerstoff der Fall eintreten, daß für 
2 Vol. des anfangs vorhandenen Gases 3 Vol. Gas verschwunden sind. 
Dann ist das Gas Wasserstoff gewesen. Ist a das ursprüngliche 
Volumen des Gases, sind g Volumen der nach dem A'erpuffen einge- 
tretene Verlust, so ist das Voluinen des vorbanden gewesenen 

2 
Wasserstoff = -^g 

und -^g muß = a sein. Verbraucht wurden dann für 2 Vol. des Wasser- 
stoffs 1 Vol. Sauerstoff. 

5. Nach dem Verpuffen mit Sauerstoff können ferner für 1 Vol. 
des ursprünglich vorhandenen Gases 3 Vol. Gas verschwunden sein, 
dann ist das Gas reines Sumpfgas. 

Ist a das ursprüngliche Volumen des Gases, sind g Volumen der 
nach dem Verpuffen eingetretene Verlust, so ist das Volumen des vor- 
handen gewesenen Gases 

Sumpfgas = ,^. 

Dabei würde für 1 Vol. Sumpfgas 2 Vol. Sauerstoff verbraucht 
worden sein. 

5. Es kann dann der Fall eintreten, daß auf 2 Vol. des anfangs vor- 
handenen Gases eine zwischen 3 \o\. und (i Vol. liegende Menge ver- 
schwunden ist Dann liegt ein Gemenge von Sumpfgas und Wasser- 
stoff vor. Kennt man die Menge des bei der Verpuffung Ober Kali- 
lauge verschwundenen Gases :=/■, ferner die Menge des bei der Ver- 
puffung verschwundenen Sauerstoflfs, so läßt sich die Menge der beiden 
Gase berechnen. 

Seien x die Wasserstoffvolumina, 
y die Sumpfgasvoluroina, 
g der (lasverlust bei der Verpuffung, 
s der \'erbrauch an Sauerstoff. 
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i. Ueberführen vonGas aus einer Bürette in eine andere.- 
Um aus einer Gas enthaltenden Bürette G in eine andere Bürette L 
Gas überzuführen, verfährt man folgendermaßen: 

Die Bürette G enthält in dem Rohre des oberen Hahnes Luft,, 
welche zuerst entfernt und durch Wasser ersetzt werden muß. Zu dem 
Zwecke setzt man an das Rohr des Hahnes ein ungefähr 6 cm langes 
Stück eines dünnen, dickwandigen Schlauches an, den man mit dem 
Schlauche der Luftpumpe mittelst eines Glasröhrchens verbindet Man 
setzt hierauf die Pumpe in Gang und läßt den Schlauch völlig evakuieren. 
Hierauf taucht man den kurzen Gummischlauch völlig in eine Schale 
mit Wasser ein und entlernt, während die Pumpe arbeitet, das ver- 
bindende Glasröhrchen. Es strömt jetzt das Wasser ein und erfüllt 
auch das Röhrchen des Glashahnes. Nun gießt man Quecksilber in 
den längeren Schenkel ein, so daß es in ihm mindestens um doppelt 
so viel Kubikzentimeter -Marken höher steht, als Gas ausgetrieben 
werden soll. 

Die Bürette L wird mit ausgekochtem Wasser völlig gefüllt, so 
daß auch das Rohr des oberen Hahnes voll Wasser steht, dann wird 
das Wasser im offenen Schenkel bis zum oberen Kugelende entfernt 

Hierauf verbindet man die oberen Hähne der Büretten G und L 
mittelst eines Gummischlauches, der mit Wasser gefüllt ist so, daß 
die Hähne dicht zusammenstoßen, öffnet erst den Hahn der Bürette G, 
dann vorsichtig den der Bürette L und läßt das Gas in die Bürette L 
hineindrücken. 



Kapitel XVII. 
Färbung fixierter Bakteiien. 

Litteratur. 

Grimme, Die •wichtigsten MtlhoäeH der BaklerienJSrbung in ihrer IVirkung auf 
die Membran, den Prolopiasten und die Einschlüsse der Bakterienzelle : Dissertation, 
Marburg ig02. — Abel, Taschenbuch für den bakleriot. Praktikanten; $. Aufl., igoo. 

A. Intensivfärbung der fixierten Bakterien. 
Die Färbung angetrockneten und dann fixierten Bakterien- 
materials spielt in der Bakteriologie eine große Rolle, da diese es häutig 
mit dem Nachweise von Bakterien in Substraten zu thun hat, welche 
die Auffindung der Bakterien erschweren. Man benutzt dabei Färbe- 
methoden, welche eine starke Färbung der Bakterien und keine der 
mit ihnen gemischten Substanzen bewirken. Für unsere Zwecke sind 
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diese Methoden weniger wichtig und kurz zu behandelo, nur die Carbol- 
fuchsin-Schwefelsäure-Methode und die GBAM'sche Methode können zur 
Aufstellung von Speziesmerkmalen dienen und sind deshalb eingehender 
zu betrachten. 

Die Fixierung. Will man ein „fixiertes" Präparat herstellen, 
so verfährt man folgendermaJJen. Man streicht auf ein gut gereinigtes 
Deckglas ganz wenig des Materials möglichst dünn aus, läßt antroclöien 

und fixiert folgender- 
inaBen: Man faßt das 
Deckglas an einer Ecke 
mit der Cornetyincette 
(Fig. 2S) und bewegt 
das Präparat, die be- 
strichene Seite nach 
Fig. 28. Cornet'sche Rncette. oben, dreimal langsam 

durch die Flamme eines 
Bunsenbrenners, so hingsam, als man gerade noch einen Finger durch 
die Flamme bewegen kann, ohne Schmerz zu empfinden. Dadurch 
sterben die Bakterien ab und haften fester am Deckglase als beim 
bloßen Antrocknen. 

Die Inten si v f ärbu ng. Zur Intensi^'färbung bringt man mit 
einer kleinen Pipette oder mit einem Glasstabe so viel Farblösung auf 
das mit der Pincette gehaltene Deckglas auf, als es fassen kann und 
läßt die Farblösung einige Minuten (gewöhnlich i> Minuten) darauf 
stehen, oder man erwärmt kürzere Zeit (10 — Gü Sekunden) hoch über 
der Bunsenilamme, so dass die Farblösung zu dampfen beginnt. 

Das Abspülen. Bei einfachen Färbungen wird das Präjiarat 
hierauf nur mit Wasser abgespült. 

Für alle solche Spülungen gebrauchen wir zweckmäßigerweise 
folgende kleine Vorrichtung. Eine Flasche von 5 Liter Inhalt, mit 
unterem, seitlichem Tubus wird hoch (auf einem Schranke etc.) aufgestellt. 
Der Tubus ist mit einem durchbohrten Korke geschlossen; durch ihn führt 
ein Glasröhrchen mit daran befestigtem, 2 Meter langem Guramischlauche. 
der unten mit einem spitz ausgezogenen Glasröhrche.i versehen, 
hinter dem der (lummischlauch mit einem sich durch Druck öffnenden 
Quetschhahn geschlossen ist. Das Glasröhichen wird in die Klemme 
eines kleinen Stativchens (Fig. 29) eingeklemmt. Die Glastlasche wird mit 
Wasser gefüllt und liefert einen feinen Wasserstrahl von konstantem 
Drucke. Unter den AusHuß des Röhrchens wird eine große Glas- 
schale gestellt. Man reinigt das Deckglas mit Fließi»apier auf der un 
bedeckten Seite und läßt es dann trocken werden. 

Beobachten. Man legt das Deckglas in einen Tropfen Wassei 
oder in ein Tröpfchen Xylol oder Kanadahalsara und beobachtet mit 
■der Immersion. 



Uebung 17. 
Färben mit Fuchslnidsung l-^IO. 

Wir benutzen frisch bereitete Fuchsinlösung 1 + 10 und färben 
27 — 2H Stunden altes Material von Bacillus tumescens, welches eben 
mit der Sporenbildung begonnen bat. Wir färben fixiertes Material 
5 Minuten kalt oder 10 — (JO Sekunden erwärmt und beobachten das 
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gespült« Präparat id Wasser. Wir finden in 10 Sekunden lang warm 
geförbten Präparaten das Zytoplasma der Sporangien roL die Sporen- 
anlagen tief rot, die Fetttropfen farblos, die fertigen Sporen farblos 
(Fig. 30 u. 32 der Tafel). Färben wir 60 Sekunden wann, so sind die Diffe- 
renzen geschwunden, selbst die fertigen Sporen färben sich schon etwas 
mit. ebenso die Fetttropfen (Fig. 33). Bei Ruhestäbchen findet man 
häutig das Zytoplaema von der dunkel gefärbten Membran zurück- 
gezogen (Fig. 34 u. 35); an manchen Stäbchen siebt man eine feine 
Kontur, die Grenze der SctUeimschicht (Fig. 36 der Tafel). Wir legen ein 
paar der 60 Sekunden warm gefärbten Präparate in Kanadabalsam und 
beobachten. Wir sehen, daB jetzt die Stäbchen kleiner geworden sind ; 
ihre Dicke verhält sich zu der der in Wasser liegenden ungefähr wie 
2 : 3. Die Farbe ist braunrot, die Umrandung der Zellen ist höckerig 
geworden (Fig. 37). Man sieht aiso im allgemeinen an den in Kanada- 
balsam liegenden Präparaten weniger als an den in Wasser liegenden. 
Aehnlich wie die Färbung mit Fuchsin, würde die Färbung mit Me- 
thylenblau 1 -|- 10 wirken, intensiver und die Details zerstörender die 
mit Karbolfuchsin und Anilinwasser-Methjlviolett 

B. Die Säurefestigkeit. 

Ehrlich fand (1882), daß die Tuberkelbakterien nach Intensiv- 
färbungen durch verdünnte Säuren nicht entfärbt wurden, daß sie 
„säurefest" sind. In den letzten Jahren sind eine Reihe anderer 
Bakterienspezies gefunden worden, welche sich gleich verhalten, z. B. 
der Timotheebazillus Möllers (189^). Grihkb zeigte, daß verschiedene 
Morphoden einer Spezies verschieden säurefest sein können. 

Wir benutzen folgende Methode der Färbung: In einem kleinen, 
6 cm breiten, flachen Porzellanschälchen wird Karbolfuchsin über der sehr 
kleinen Bunsenflamme langsam erw&rmt; auf die Oberfläche der Farb- 
lösuog wird <las fixierte Deckglas mit der Objektseite aufgelegt; die 
Flüssigkeit wird bis zum leichten Aufkochen erhitzt, dann die Flamme 
hin weggenommen und das Präparat noch 2 — 3 Minuten auf der Farb- 
lösung liegen gelassen. Das Deckglas wird mit einer Plncette abge- 
hoben, 1.7 Sekunden in ein fünfprozentige Schwefelsäure enthaltendes 
Becherglas, dann 30 Sekunden in 70-prozentigen Alkohol eingetaucht, 
zuletzt mit Wasser abgespült und in Wasser untersucht. 

Die Säurefestigkeit hat ihre Ursache wahrscheinlich m dem Vor- 
handensein eines Stoffes im Zytoplasma, der kein Fett und kein Ei- 
weiöstoff ist, sich in 80-prozentigera Alkohol, in Aether und in 'It-pfo- 
zentiger Salzsäure löst und durch Kau de Javelle zerstört wird. 

Uebung 18. 
Uebung der Sfturefestigkeitsmethode. 

Wir iUrben fixiertes Material von Bacillus turoescens nach der 
Säurefestigkeitsmethode und zwar: 

1. Altes Sporenmaterial; die meisten Sporen bleiben rot gefärbt, 
nur die Inline ist farblos (Fig. 38 der Tafel) ; gequollene Sporen färben 
sich schwächer. 

2. Sechs Stunden alte Keimstäbchen; junge Keimstäbchen bleiben 
rot geßlrbt (Fig. 39) und zeigen Vakuolen (Keimstäbchen von Bacillus 
cohaerens entfärben sich). 
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3. 25 bis 30 Stunden aJtes Sporangienmaterial ; Membran und 
Zytoplasma werden farblos, die Sporenanlagen und jungen Sporen bleiben 
rot (Fig. 40). 

In gleicher Weise könnte man Sputum Schwindsüchtiger be- 
handeln, um die Tuberkelbakterien darin nachzuweisen. 

C. Die GRAM'sche Fftrbung. 

Die GRAM'sche Färbung dient in der Bakteriologie zwei Zwecken. 
Einmal wird sie verwendet zur Nachweisung von Bakterien in Gewebe- 
schnitten und anderen Substraten, da bei der Alkoliolbehan<llung, 
welche wir sogleich bei Beschreibung <ler Methoden kennen lernen 
werden, in vielen Fällen <lie Bakterien noch intensiv ge^bt bleiben, 
wenn alle übrigen Dinge im Präparat entfärbt sind. Für eine der- 
artige Verwendung darf man statt des Alkohols auch dreiprozentigen 
Salzsäurealkohol benutzen. Zweitens benutzt man die Resultate der 
Gramfärbung auch als Spezieskennzeichen, da es sich herausstellte, daß 
manche Bakterienspezies sich leicht, manche sich schwierig bei der 
Alkoholbehandlung entfärben. Diese zweite Anwendung interessiert uns. 
Zugleich ist die Metho<le recht brauchbar zur Sporenfärbung; Exine 
und Intine werden oft gut differenziert, und charakteristische F.igen- 
schaften der Sporenmembran treten oft scharf hervor. 

Wir verwenden als Farblösung „Gramviolett" und „Gramjodlösung^ 
(siehe unter Bfiagentien). 

Zur Ausführung der Färbung bringt man. nach Präparation und 
Fixierung des Objektes, das firamviolett auf die Objektseite des mit 
der Cornetpincette an der Ecke gefaßten Deckglases und erwärmt 
zwei Minuten über der Bunsenflamme bis zur schwachen Dampfentwicke- 
lung. Man gießt die Farblösung ab, hängt die Cornetpincette an einen 
horizontal in die Klemme eines StatJves eingeklemmten Glasstab und 
taucht das Deckglas in ein Bechergläschen mit frischer Gramjodlösung. 
In der Jodlösung verbleibt das Präparat zwei Minuten. In der gleichen 
Weise hängt man das Präparat hierauf zehn Minuten in ein Bechcrglas 
mit absolutem Alkohol, spült zuletzt mit Wasser ab und untersucht das 
Präparat in Wasser. 

Uebung 19. 
Ausfuhrung der GramHlrbung. 

Wir färben nach dieser Methode: 

1. alte Sporen; Exine dunkel, Intine farblos, Stäbchen dunkel 
(Fig. 41); 

2. sechs Stunden alte Keimstäbchen; Färbung gleichmäßig dunkel, 
eventuell auch Exine der Sporenhaut dunkel (Fig. 42); 

H. 27 bis 2f< Stunden altes Sporangienmaterial; Protoplasten hell- 
violett, Fettt¥opfen fast farblos, Sporenanlagen dunkel (Fig. 4.^). 

Der Farbstoff wird im allgemeinen zuerst vom Zytoplasma fest- 
gehalten. Glykogen und Fett färben sich nicht, ebensowenig die 
Schleimschicht der Membran und die Membran fixierter Objekte. Am 
festesten hält das SporenplasTna den Farbstoff, dann folgt das Plasma 
der Sporenanlage, das Zytoplasma der Keimstäbchen, das Zytoplasma 
der Ruhestäbchen, und am wenigsten fest hält das Zytoplasma der 
Sporangien den Farbstoff. 
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Die GeiBelf&rbuDg. 
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Centralbl. f. Bakt.. I. Abt., tgoo, Bd. XXVII, S. 597- — Koeb, Verfahren lur Unter- 
suchung, mm Konservieren und Photograpkierm der Bakterien; Beitrüge tur Biologie 
der rßanten, iSyy, Bd. II, H. 3. — Kantse, Einige Bemerkungen über die Färbung 
der Geissein, besonders über das Verfahren von van Ermengem; Centralbl. f. Bakl,, 
I. Abt.. igoj, Bd. XXXIl. Xo. 7, S. SSS. Originale. — Löffler, fVeilere Untersuchung 
über dir Beitung und Färbung van Geissein bei den Bakterien; Centralbl. f. Bakt. 
iSgo. Bd. VII. S. 625. — LSffltr, Eine neue Methode tum Färben der Mikroorga- 
nismen, insbesondere ihrer H'imperhaare und Geissein; Centralbl. f. Bait. iSSg, 
Bd. VI, S. log. — Xeuhaus, Ueber die Geissein an den Baiillen der aiiatischett 
Cholera; Centralbl. f. Bakt. 188g. Bd. V. S. 81. ~ Nieolle et Moral, Technigue de 
la celeration des cils; Annales de l'Institut Pasteur. 1893, p. S54- — Peppler, Ein 
einfaches Verfahren zur Darstellung der Geissein; Centralbl. f. Bakt., I. Abt., igoi, 
Bd. XXIX, Mo. 8. S. 345- — De RotsI, Di un meloäo semplice per colorare le ciglia 
dei ballerii; Ref. Centralbl. f. Bakt., I. Abt., igoi, Bd. XXIX, S. 364. — Smith, 
Publicalions Cornell University Medical College igoi (siehe Gemelli igoi). — Welche, 
Eine neue Methode der Geisseifärbung: Centralbl. f. Bakt., !. Abt.. Bd. XXVI, 
Ab. 16J17. S. S20. ~ ZttlBOW, Ueber Geisseifärbung bei Bakterien-. Zeitschr. f. Hygiene 
und Infektionstrankheiten, herausgegeben von Koch und Flügge. iSgg, S. g$. 

A. Allgemeines über die Geifieln der Bakterien. 

Oeifieln besitzen alle Bakterien, welche Bigenbewegung zeigen 
(nur Beggiatoa nicht). Ob es Bakterienspezies gibt, denen Oei&eln 
völlig fehlen, ist durch die Untersuchung von Ellis (1903, S. 39) 
mindestens zweifelhaft geworden. Vielleicht haben jedoch die Gattungen 
Migulas ^pirosoma und Bacterium noch Berechtigung. Manche Spezies 
behalten unter Umständen in allen EntwickelungsMtadien, mit Ausnahme 
des Ejidosporenzustandes, die Geißeln. Bei zahlreichen Spezies scheinen 
im normalen Ent wickelungsgange begeißelte Individuen mit geifielloeen 
abzuwechseln. So z. B. soll Bacillus subtilis mit geißellosen Stäbchen 
keimen, die sich vermehren, schließlich GeiSeln bilden und durch Teilung 
sich weiter reichlich vermehrende Schwärmer liefern, welche ihre Geißeln 
später abwerfen und wieder zahlreiche geißellose Nachkommen ent- 
wickeln, in denen die Sporen als letzte geißellose Morphode entstehen. 

Alle bisher beobachteten Zilien der Bakterien sind einfach faden- 
förmig, äußerst zart, bei den verschiedenen Spezies aber durchaus nicht 
gleich dick. Sie können 5- bis 50 mal so lang wie der Querdurcbmesser 
der Bakterienzelle werden. Fixiert und färbt man die Geißeln, so 
erscheinen sie meist gekrümmt und zwar (nach Migcla) bei den Pseudo- 
monaaarten meist regelmässig , bei Bacillus und Mikrospira (Mioula, 
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8. 116) etwaa weniger regelmäßig wellig; dagegen sind bei Spirillum 
die relativ kurzen Gei&eln meist einfach oder zweÜacb bogig gekrOnuut. 

Wie alle anderen Zilien hat man die Bakterienzilien als alloplas- 
matiscbe Organe aufzufassen, und es ist sehr wahrscheinlich, daß sie, 
wie alle anderen, darauf hin genau untersnchten Zilien, direkt mit dem 
Zytoplasma des Pro top! afiten zusammenhängen, also die Membran der 
Bakterien durchsetzen. Wenn Miqdla S. 117, S. 127 und S, 57 meint, 
die Zilien der Bakterien gingen von der Membran ans, so ist das so 
lange als falsch zurückzuweisen, bis direkte Beweise f(lr diese Meinung 
vorliegen. 

Ebenso verh&lt es sich mit Schaudinn's (1902, 8. 315) gleich* 
sinniger Angabe; die Abbildung, die er von dem begeiöelten Bazillus gibt, 
zeigt auch, daß das GeißelpiiLparat fUr diese Anschauung keinen An- 
haltspunkt liefern konnte. Ich habe Migula's und Schaudinn's Behaup- 
tungen schon früher (1899, S. 130) zurückgewiesen, und die Beobachtungen 
von Ellis (1903, 8. 31) lassen wenigstens darüber kaum einen Zweifel, 
daß die Geißeln bei Spirillum mit dem Zytoplasma zusammenhängen. 

Zahl und Insertion der Geißeln können verschieden sein. Eine 
oder mehrere Geißeln können erstens am einzelligen Inviduum polar 
inseriert sein, dabei je nach dem Entwickelungastadiimi entweder an 
einem Pole oder an zwei Polen sitzen. Zweitens können die Geißeln 
über den ganzen Körper der Individuen zerstreut sein. Messea (Ref. C. 
f. B. 1891, S. 107) hat zuerst eine systematische Klassifikation der 
Bakterien auf Grundlage der Begeißehmg gegeben und schlägt vor zu 
unterscheiden : 

I. Gymnobacteria. 

II. Monotricha (eingeißelig) 
2. Lopbotricha (büschelgeißelig) 
3. Amphitricha (beiderseitig- „ ) 
4. Peritricha (allseitig- „ ) 

Monotricha sind nach ihm die, welche eine Geißel an einem Pole 
haben; die Lophotricha tragen ein Büschel von Geißeln an einem Pole; 
die Amphitricha haben an jedem Pole eine Zilie ; die Peritricha sind 
rings von Geißeln umgeben. Da es 8pezies, die in allen Individuen nur 
einen oder nur beide Pole mit Geißeln besetzt haben, nicht gibt, so ist 
die 1., 2. und 3. Gruppe systematisch unmöglich. Deshalb kann man 
auch nicht mit Messea gut von monotrichen, lophotrichen und amphi- 
trichen Spezies reden, wohl aber von monotrichen Individuen. 

Will man, abweichend von Messea 's ursprünglicher Definition, 
monotrich (eingeißelig) für Spezies mit einer Geißel, lophotrich (bUschel- 
geiflelig) für Spezies mit Geiflelbüschel an einem oder an beiden Polen 
benutzen, so ist dann natürlich nichts entgegenzuhalten. Wir wollen 
die Ausdrücke eventuell in diesem Sinne gebrauchen. 

Von der Thiktigkeit der Geißeln hangt die Bewegung der Schwärmer 
allein ab. Für das Verständnis der Bewegung der einpolig-monotrichen 
oder ein pol ig-lopho trieben Individuen kommt die Frage in Betracht, ob 
die Geißeln am Vorderpole oder Hinterpole der Bewegung stehen. Ich 
möchte mit Fischer (S. 16 d. Vorlesungen) vermuten, daß sie vom 
stehen. Ueber die Form der Bewegung der Einzelgeißeln macht Uioula 
(1897, 8. 111) eine Angabe. Es pflanzt sich nach ihm bei Spirillum 
volutans von der Spitze der Geißel „eine deutlich schraubenförmige Be- 
wegimg nach der Basis zu fort", nie eine wellenförmige, sie „verlauft 
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stets in Schrauben Windungen. " Bei peri trieben Seh w&rmeni glaubtMiGULA 
eine wellenförmige Bewegung annehmen zu müssen; beobachten konnte 
er die Bewegung dieser zarten Gebilde nicht. Die durch die GeiSel- 
bewegung verursachte Schwimmbewegung der Individuen ist zuerst eina, 
schon je nach Spezies, verschieden schnelle; im Uittel werden von den 
Schwärmern in der Stunde etwa 40 cm zurückgelegt. Bei dieser Vor- 
wärtsbewegung rotieren alle Schraubenbakterien fortwährend um eine 
Längsachse, die geraden St&bchen und kugeligen Formen wohl die 
meiste Zeit. Ein Funkt der Achse der geraden Stäbchen würde also bei 
der ruhigen Vorwärtsbewegung der Stäbchen allermeist eine Schrauben- 
linie beschreiben. 

Bei peritrichen Stäbchen beobachtet man nicht selten auch ein 
Wackeb, welches z. B, bei Bacillus asteroaporus ungefähr in der Hori- 
zontalebene, nach rechts und links, mit einem etwa in der Mitte der 
Länge liegenden Drehpunkte stattfindet. Statt dessen kann sich das 
Stäbchen auch so bewegen, daß das Vorder- und Hinterende einen Kreis 
beschreibt, während ein ungefähr in der Mitte der lAnge des Stäbchens 
liegender Punkt relativ iu Ruhe ist. Ob bei diesen letzteren Be- 
wegungen zugleich Rotation des Stäbchens um seine Längsachse statt- 
findet, ist nicht bekannt. Eigenartig sind bei peritrichen Bakterien auch 
die Purzelbewegungen (PlsCHER, Vorl., S. 16). Die Zelle eilt dann, sich 
fortwährend um die Querachse Überschlagend, durch das Gesichtsfeld. 
Die peritrichen Stäbchen können, wie ich bei Bacillus asterosporus sab, 
mit der Vorwärts- und RUckwftrtsbewegung wechseln , ohne sich zu 
drehen, wie eine Lokomotive auf geradem Geleise. Die Intensität der 
Bewegung der einzelnen Individuen ist von äußeren Verhältnissen sehr 
abh&ngig. UngOnstige Temperaturen , wasseren tziehen de Mittel , Gifte, 
Säuren im Uebennaße, Nährstoffmangel, Sauerstoffmangel etc. können 
die Bewegung der Geißeln vöUig zum Stillstande bringen. (Siehe über 
Geißelstarre FisCHEB, 1894, S. 76). 

Die Entwicklungsgeschichte der Geißeln ist wenig untersucht. 
Man hat die Entwicklung der Geißeln an den geißelfreien Keimstäbchen 
und die Entwicklung neuer Geißeln bei der Teilung von Schwärmern 
auseinander zu halten. Fischer (1895, S. 103) hat die Entwicklung 
der Geißeln an den Keimstäbchen von Bac. subtilis untersucht, aber 
wenig Siebereff darüber mitgeteilt. Der peritriche Spaltpilz keimt mit 
zilienlosen Stäbchen, welche sich 6—7 Stunden durch Teilung ver- 
mehren. Dann erscheinen erst au den Stäbchen Geißeln. Fischer 
konnte einmal unter den gef&rbten Präparaten einer 18 Stunden alten 
Kultur, „die alle Stadien der Entwicklung darbot", Schwärmer mit 
relativ kurzen Geißeln (Fig. 7), die er für Jugendstadien der Geißeln 
erklärt, beobachten. Schwärmer, die er aus 7-Stundenkulturen färbte, 
zeigten sehr zarte Geißeln, solche aus 22 Stunden alten Kulturen zeigten 
viel dickere Geißeln, was Fischer auf die größere Quellungsfohigkeit 
älterer Geißeln zurückführt, nicht auf ein Dicken Wachstum derselben. 
Aus meinen eigenen Untersuchungen (1899, 8. 429) gewann ich den 
Eindruck, als bildeten die ersten Nachkömmlinge der aus den Sporen 
auskriechenden Oidien relativ dünne und kurze, spätere Teilprodukte 
dickere und längere Geißeln. 

lieber die Geißelbildung während der Teilung der Keimstäbeben 
sagt Fischer folgendes: 

„Wenn Bazillen mit diffosen Geißeln sich weiterhin durch Teilung 
vermehren, so muß natürlich der dichte Geißelbesatz, der früher ein 
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kurzes Stäbchen bedeckte, nach dessen Streckung sich ani eine gröflere 
Oberfläche verteilen. Die Geiseln müssten folglich lockerer stehen, um 
so größere Zwischeni^nme zwischen sich lassen, je öfterer Teilung er- 
folgt wären. Davon ist aber nichts zu sehen, Ketten von drei, vier 
und noch mehr Gliedern, die sicher alle Abkemmlinge eines einzigen 
Stäbchens sind, tragen auf ihrer ganzen Oberfläche denselben dichten 
Geißelbesatz , wie Einzelstäbchen. Es bleibt nur die Annahme übrig, 
daß während der ganzen Streckung der Bazillen zwischen den fertigen 
Geißeln neue gebildet werden, die die Lücke wieder erganzen. Es ist 
nicht gelungen, in den Präparaten solche Entwickelungszu stände aufzu- 
finden, weder bei Bacillus subtilis, noch beim Typhusbazillus und dem 
typfausshntichen Wasserbazillns." 

Genauere Angaben macht Fischer Über die Entstehung der Geifieln 
von Spirillum undula bei der Teilung der Individuen. 

Spirillum undula trägt an einem eben geteilten, nach dem An- 
trocknen halbkreisförmig erscheinenden Individuum normalerweise nur an 
einem Pole ein Geißelbüschel. Während das Individuom heranwächst, 
einen zweiten Bogen bildend, und sich zur Teilung anschickt, wächst 
am anderen Ende ein Geißelbtlschel hervor; dann tritt bald Trennung 
der beiden durch Wachstum und Teilung neu entstandenen Individuen 
ein. Trennen sich einmal die durch Teilung entstandenen bogenförmigen 
Individuen nicht bald voneinander , so können nach Fischer an den 
Keimungsstellen seitlich GeißelbUschet hervor wachsen, während Ellis 
(IdOS) solche seitlich sitzenden Büschel niemals sehen konnte, so daß es 
wahrscheinlich ist, daß Fischer sich getäuscht hat. 

Bei denjenigen Spezies, welche nach der Seh wärmoidien form, als 
Nachkommen der letzteren, Ruhestäbchen ausbilden, gehen die Geißeln 
der Schwärmer beim Übergänge in den Ruhezustand anscheinend verloren. 
Wie dieser Verlust eintritt, ist meines Wissens nicht untersucht. 

Die Geißeln der lebenden Bakterien sind relativ leicht zer- 
setzbare Gebilde. Wie Eugiena und andere Flagellaten werfen viele 
Bakterien (vielleicht besonders leicht diejenigen, welche auch Ruhe^ 
Stäbchen in ihrem Entwicklungsgange ausbilden) ihre Geißeln leicht ab, 
wenn Schädlichkeiten auf nie einwirken, wenn vielleicht nur irgend ein 
schroffer Wechsel äußerer Verhältnisse eintritt. Dabei können die Zi- 
lien gerade oder gewellt, vorher abgeworfen oder am Körper sitzend ver- 
quellen und zu Grunde gehen, oder sie können vorher sich ringförmig 
einrollen (Fischer, 1894, 9. 93), wie manche Pilzsporengeifleln. Die 
Auflösung der lebenden Geißel erfolgt stets unter Quetlung, welche die 
Geißel anfangs mehr und mehr dicker, dabei weniger dicht erscheinen 
läßt, während eine Verlängerung der Geißel kaum eintritt. 

Sterben die Bakterien in den Kulturen langsam ab, so können die 
Geißeln an den loten Bakterien oft lange erhalten bleiben; sie ver- 
quollen, wenn sie der Tod im intakten Zustande erreicht hat, nicht 
mehr (Fischer, S. 94), wie das ja eine allgemeine Eigenschaft der 
plasmatischen und alloptasmati sehen Organe ist. Da sich nach Fischer 
{S. 121) die Geißelzöpfe in O.Bprozentiger Chromsäure gut erhalten, so 
wäre ein Fixieren der Bakterien geißeln mit dieser Lösung vielleicht 
möglich. 

B. Allgemeines über GeiSelfärbung. 
Koch (1877) färbte zuerst Geißeln mit Kampechebolzextrakt und 
Chromsäure lös iing, Nechacs (1889) mit Kaisertinte und chromsaurem 
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Natron (9. 83). Ein allgemein brauchbare Methode fand LöFFLER, als 
er zufallig nach der Färbung von Schleimmembranen der Bakterien mit 
Tinte noch vereuchte, auch die Bakterienleiber desselben Präparates 
mit Methylenblau zu ftrben, sah, daß die Tinte ak Beize wirkte, und 
nun das Experiment machte, die Geißeln, denen er eine gleiche Natur 
wie den Kapseln zuschrieb, ebenfalls mit Tinte zu beizen und mit 
intensiv färbenden Farbstofflösungen nachzufärben. Er versuchte 
als Beizen Tannin, Galläpfelabkochung, Kampech eholzabkochung, Quer- 
zitron, keine dieser Substanzen wirkte so gut wie Gallustinte (1889, 
S. 212), ebensowenig beizten Tannin und Ferrosulfat, noch weniger 
Tannin und Ferrisulfat, so gut wie Gallustinte. Er versuchte dann aller- 
hand Zusätze, die hei der Tintenfabrikation mit benutzt werden, und 
kam so schließlich auf eine Beize, welche aus Tannin, Ferrosulfat, Kam- 
pech ehe Izabkochung und einer Färbelösung, welche Anilin, etwas Natrium- 
hydroxyd, Methyl violett, Methylenblau oder am besten Fuchsin, in Wasser 
gelöst, enthält, Angaben über die Versuche mit Sublimat, PJatinchlorid, 
alkalischem Chromchtorid als Beize finden sich S. 221 der Abhandlung, 
solche Über Versuche mit Ferrisulfat etc. 9. 222. 

1890 publizierte LöFFLER eine Abhandlung, in welcher er angab, 
daß die Reaktion der Beize von Bedeutung, und daß je nach Spezies 
saure oder alkalische Beize anzuwenden sei. Zugteich empfahl er die 
von uns nachher angewandte Fuchsintinte und betonte die folgenden, 
Kur Erroichung guter Färbungen wichtigen Momente. 

Besonders wichtig für gute Färbung (Löffler 1890, S. 639) ist 
1. das Beinigen der Deckgläser. Er läßt mit konzentrierter Schwefelsäure 
erwärmen , mit Wasser waschen, in Alkoholammoniak legen und mit 
fettfroiem Tuche putzen. 2. Zu starke Erhitzung beim Fixieren schädigt 
die Färbbarkeit der Geißeln; man halte deshalb das zu fixierende Deck- 
glas mit den Fingern. 3. Die Beize soll '/^ — 1 Minute unter Erwärmen 
bis zur Dampfbildung auf dem Deckgläschen bleiben. 4. Die Beize soll 
mit einem starken Wasserstrahl, dann mit absolutem Alkohol entfernt 
werden. 5. Die Farbstoffläsung soll auf dem Deckglase 1 Minute, unter 
Erwärmen bis zur Dampfbildung, einwirken. Gefärbt soll werden mit 
einer Lösung von festem Fuchsin in gesättigtem Anilinwaaser, dem man 
so viel einer 1 "/„ Natronlauge zusetzt, bis die Lösung beginnt im- 
durchsichtig zu werden; dann färbt sie am intensivsten. 6. Es soll das 
Material von frischen Kulturen (5 — 8 Stunden alt) angewandt (S. 663) 
werden, welches event. nicht mit deetilliertem Wasser (welches das Be- 
wegungsvermögen mancher Bakterien schädigt), sondern mit Brunnen- 
wasser verdünnt werden soll. 

Von den Veränderungen, die für die LöFFLEB'sche Methode vor- 
geschlagen worden sind, seien die folgenden erwähnt. Nicoi.le et 
MoRAX (1893) fanden, daß Alkali- oder Säurezusatz unnötig sei, fixierten 
die angetrockneten Bakterien nicht durch Erwärmen, beizten nochmals, 
ließen den Alkohol als Waschmittel weg und färbten mit Ziet'scher 
Lösung (100 Wasser, 6 Karbolsäure, 10 Alk., 1 Fuchsin). 

Trenkmann (C. f. B. 1889, S. 433) hatte gleichzeitig mit Löffleb 
gearbeitet. Er beizte 2 — 12 Stunden mit einer Lösung von 1 Tannin 
und 0,5 Salzsäure in 100 Wasser, spülte ab und färbte 1 — 4 Stunden 
In dUnner wässeriger Fuchsinlösung etc. 

Sacharoff (Annales de l'Inst. Pasteur 1893, p. 650) wandte nur 
Eisensulfat als Beize an, ohne besonderen Erfolg. 
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ScLAVo (C, f. B. 1894, S. B07) vei^nderte die LöPFLER'sche Methode, 
indem er Tansin-Phospbor wolframsäure ais Beize benutzt, unvorteilhaft. 

Bunge's Beize (Fortschritte der Medizin 1894, No. 12, 17, 24) 
besteht aus 3 ccm konzentrierter wftaeeriger Tanninlßsung, 1 ccm Liq, 
feiT. seaq., 20 ccm Wasser, 24 ccm konz. w&sser. Fuchainlßsung, so viel 
Wasserstoffsuperoxyd, daß die Beize braun wird und wird direkt auf 
das Deckglas filtriert. Die fixierten Deckgläser werden •/, — 1 Minute 
in 60 proz. Essigsaure getaucht, abgespült, getrocknet; gebeizt wird 
2 — Smal durch 10 Sekunden langes Erw&rmen bis zum Dampf auf steigen, 
dann wird abgespült, getrocknet und mit Earbolgentianaviolett gelftrbt. 
Zuletzt wird 1 Minute in Iproz. Essigsäure differenziert. 

FlsCHEH's (Pringsh. Jahrb. 1896, S. 82) Beize besteht aus 3 g 
Tannin. 20 ccm Wasser, 4 ccm Eisensulfatlösung (1:2), 1 ccm konz. 
alkohol. Fuchainlösung und leistet viel weniger, als die Beize LöFFl-FR's. 

Auf die Methode von Trenkuann (Trenkuann, Die Färbung der 
Geißeln von Spirillen und Bazillen, C. f. B. 1890, Bd. Vin, S. 386 
bis 389) gehe ich nicht ein, da sie sich nicht besonders bewährt hat. 
Treneuann benutzt im Anschluß an die ORAU'sche Methode neben 
Tannin Jod zur Beize und färbt mit Oentianaviolettlösung. Tepfler 
(1891) benutzt eine Beize aus 20 g Tannin, 80 g Wasser, 16 g Chrom- 
saurelösung 2,5: 100. NiCOLLE et Cantacuz£ne (Annai. de l'Inst. Pasteur 
1893) verwenden die Methode von Nicolle, benutzen aber statt der 
Anilinfarbe Kuthenium oxychloratum ammoniacale. Rossi (1901) benutzt 
eine Mischung von 2,5 g Tannin, 0,1 Atzkali, 100 Wasser — Kar- 
bolsaure 2 g, Alkohol 10 g, Fuchsin 0,026 g, Wasser 100 g. Smith 
(1903) gebraucht eine Mischung von Tannin, Ammoniakalaun, Queck- 
silberchlorid und Fuchsin als Beize und färbt mit Gentianaviolett in 
Ammoniakalaunlösung. 

Eine andere Methode der GeiSelfarbung, bei welcher Tannin jedoch 
auch noch als Beize benutzt wurde, erfand van Eruengem. Er ver- 
fuhr zur Qeißelfärbung fotgendermaflen. 

1. Beize: 1 Vol. 2 proz. Osrai umsaure, 2 Vol. 10 — 25proz. Tannin- 
lösung, event. 4—6 gtta. Eisessig auf 100 ccm. Die Beize aoll mindestens 
mehrere Tage alt sein. Die Beize wird Y, Stunde in der Kalte oder 
6 Minuten bei 60 — 60* wirken gelassen. Ifach Abspulen mit Wasser 
and dann Alkohol wird das Deckglas einige Sekunden in eine Silber- 
nitratlösung gelegt. 

2. Silberlösung: 0,25 — 0,6proz. Silbe mitratlösung. Aus dieser 
Lösung direkt in das Reduktionsbad. 

3. Reduktionsbad: 6 g Gallussäure, 3 g Tannin, 100g geschmolz. 
Natriumacetat, 360 g Wasser. Im Red uktions bade verbleibt daa Deck- 
glas einige Sekunden, um dann direkt wieder ohne Abspulen in die 
Silberlösung gelegt zu werden. 

Man bewegt die Silberlösung tortwahrend und nimmt daa Deck- 
glas heraus, wenn die Lösung sicli zu schwarzen beginnt. Nach dem 
Abwaschen in Wasser trocknet man das Präparat und legt es ein. 
Eventuell kann nachti^gtich Verstärkung mit Quecksilber, Goldbad etc. 
angewandt werden. Zettnow (1899, S. 96), der Eruengeh's Verfahren 
prüfte, erklärt es für unzweckmäßig, ebenso verwirft er das Verfahren 

von BOWHILL. 

HiNTERBEROER (1 900) modifiziert die van ERUENGEH'sche Färbungs- 
methode. Er badet die gebeizten Deckglaser in einer alkoholischen 
Silberlösung und entfernt durch wässerige Kochsalzlösung und Ammoniak 
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den SUberttberschufi, der nicht in den Qeifieln sitzt, ehe er zur Benutzung 
des Reduktionabades schreitet. Schließlich wendet er auch ein OoMbad 
an. E.UNTZE (1902) sagt über Hinterberger'b Verfahren: „Hinte^~ 
BEROBR hat an Stelle des Qoldchloridea zur Beseitigtuig der Nieder- 
Bchlftge die Behandlung mit 7 promilliger Kochsalzlösung and Abspülen 
mit verdünntem Ammoniak benutzt. Dieses Verfahren leistet auch an 
sich Vorzügliches, aber die Prfiparate sind oft nicht recht haltbar und 
verblassen, wohl unter dem Einflüsse des Ammoniaks, schon nach 
kurzer Zeit." 

EUNTZE (1902) schließt sich wesentlich an Ebuenöeu an. Als 
Silberlösung (2) gebraucht er eine 1 prozentige Lösung von Silbemitrat 
in 90 — 96 prozentigem Alkohol. Die Methode von Kuxtze liefert brauch- 
bare Resultate, hat jedoch vor der LOffler's, wie wir sie anwenden^ 
nichts voraus tind leidet daran , daß die Bakterien leicht abgespült 
werden. 

In jedem Falle aber darf die Goldlßsimg nur ganz kurz einwirken, 
und muä nackher auf das sorgfältigste wieder entfernt werden. Sollen 
die Geißeln dann die gewünschte F&rbung zeigen, so ist es auSerdem 
zweckmäßig, die Präparate einige Tage hindurch am Lichte liegen zu 
lassen, da die Reduktion des Goldes viel langsamer erfolgt als die deS' 
Silbers. 

1899 empfiehlt Zeitnow folgende Uethode, welche er, angeregt 
durch Eruengeu's und Welkb's Versuche, ausgearbeitet hat. 

Die Lösungen, a) Beize. & g Tannin wird in 100 ccm Wasser 
gelöst, auf 30^40" im Wasserbade erhitzt und darin auf dieser 
Temperatur erhalten. Man löst 1 g B rech Weinstein (Tartarus stibiatus) 
in einem Beagensglase in heißem Wasser und setzt von dieser Lösung 
80 lange zu der warmen Tanninlösung, bis der Niederschlag von gerb- 
saurem Antimoaoxyd, auch beim UmschUtteln, dauernd bleibt. Man filtriert 
warm. Erscheint die Beize nach dem Erkalten mehr als stark opalisierend, 
also undurchsichtig trübe, so setzt man solange etwas Tannin zu der 
erw&rmten Beize, bis sie nur noch stark opalisierend erscheint. 

b) Silberlösung. 5 g Silbemitrat werden in SO ccm destilhertem 
Wasser au^elöst und zu dieser kalten Lösung wird eine kalte Lösung von 
5 g Magnesiumsulfat hinzugefügt. Nach V» Stunde gießt man die 
Flüssigkeit vom Niederschlage ab und wascht ihn dreimal mit 20 ccm 
destilliertem Wasser aus. 

Den Niederschlag Übergießt man mit 500 ccm kaltem, destilliertem 
Wasser und l&Qt dieses sich mit dem Silbersulfat völlig s&ttigen. Von 
dieser Lösung gießt man 60 ccm in eine 200 ccm-Flasche, setzt gleich 
viel destilliertes Wasser und dann so lange von einer (käuflichen) 
SOprozentigen wässerigen Lösung des Aethylamin hinzu, bis der zuerst 
entstandene, braunschwarze Niederschlag sich wieder gelöst hat und die 
Flüssigkeit völlig klar geworden ist; hierauf fügt man vorsichtig und 
tropfenweise von neuem SilbersuUat hinzu; in den oberen Schichten der 
Flüssigkeit bildet sich dann wieder ein Niederschlag von Silberoxyd, 
der sich zuerst leicht beim Umschwenken der Flössigkeit löst, dann 
schwerer. Man h&lt nun mit dem Zusetzen des Silbersulf ates inne, ehe 
der Niederschlag bleibend wird; hat man den- Zusatz des Silbersulfates 
überstürzt, so kann man den Fehler durch Hinzufügen von 0,5 — 1 Tropfen 
Aethylamin wieder gut machen und von neuem mit dem Zusätze des 
Silbersulfates beginnen. Die Lösung muß zuletzt vollkommen klar und 
farblos aussehen. 
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c) Lösung zur Queck Silbe rchloridverst&rkung. I.I.Tb. Queck- 
silberchlorid -{- 100 g destill. Waaeer. II. A. 2 g kiystallisiert« Soda 
-j- 100 g deetill. Wasser; B. 1 g Pyrogallol + 20 ccm Alkohol -f 2 
Tropfen Eisessig. 

Behand luugdes Präparates. a.HerstellungdesAuss tri cbes. 
Die aeroben Arten werden, auf der Oberfläche einer nicht sehr st«ifen Agar- 
platte oder in dünner Schicht von Bouillon, den Boden eines Kolbens 
bedeckend, gezogen; die anaeroben stets in letzterer. Zur Aussaat wird 
Material aus frischen Kulturen benutzt und die junge, meist 10 — 20 
'Stunden alte Kuhiir abgetötet , indem die Bakterien von der Platte 
mit Wasser abgespritzt und die trübe Flüssigkeit mit Formalin versetzt 
wird. Vorher hatte die mikroskopische Beobachtung gezeigt, dass die 
Bakterien gut beweglich waren. Bouillonkulturen werden vorsichtig von 
einem etwaigen Bodensatz ab- und in einige Kubikzentimeter 4 proz. 
Formalins gegossen. Bringt man die Flüssigkeit mit den abgetöt«ten 
Bakterien in ein Spitzglas, so setzt sich die Hauptmasse der letzteren 
in 24 bis 72 Stunden ab. Den Absatz in der Spitze des Glases 
schwemmt man hierauf mit einprozentiger Fonnaünlösung auf und wieder- 
holt das Verfahren noch zweimal, zuletzt mit reinem, sterilem Wasser. 

Das Ausschleudern der Bakterien führt schneller zum Ziel, als das 
Absetzenlasjuen derselben, empfiehlt sich jedoch nur für Arten mit wenig 
Geißeln; an Bewegungsorganen reiche büßen die Hauptmasse der Geißeln ein. 

b. Beizung. Das Präparat wird mit Wasser abgespült, dann 
die bestrichene Seite nach unten gekehrt in ein Block seh fticben gelegt, 
mit der eventuell durch Erhitzen im Reagensglase geklärten Beize Über- 
gössen und 6 — 10 Minuten auf eine 70—80* heisse Platte gesetzt, 
nachdem das Schlichen bedeckt ist. Hierauf spUlt man das Deckgläschen 
unter dem Wasserstrahle gut ab. 

c. Niederschlagen des Silbers. Man bringt 4— 5 Tropfen der 
Silberlösung auf das gebeizte Präparat und erwärmt zuletzt bis znr 
kräftigen Dampfbildung. 

Nachdem man sich durch das Mikroskop überzeugt hat, welche 
Kraft der Färbung die Geißeln besitzen, kann man die Färbung nötigen- 
falls verstärken. Zeigen die Geißeln nur ein hell- oder dunkelgelbes 
Aussehen, so hat man nicht stark genug erhitzt und kann mit neuer 
Flüssigkeit das Verfahren wiederholen; hat sich ein Niederschlag ge- 
bildet, so ist meist die Erhitzung zu stark gewesen und das Präparat 
verloren. 

d. Verstärkung mit Quecksilberchlorid. Man bringt auf das 
Präparat 4 —5 Tropfen Sublimatlösung 1 : 100 und lässt 1 Minute ein- 
wirken. Hierauf spült man mit Wasser ab und setzt 4 Tropfen Soda- 
und 1 — 2 Tropfen Pyrogalluslösimg auf das Deckglas. Nach 1 Minute, 
eventuell unter schwachem Erwärmen, spült man mit Wasser ab. 

Zkttnow erhalt nach dieser Methode ganz vortreffliche Präparate, 
jedoch ist die Methode für imsere Zwecke etwas zu umständlich und 
nicht sicherer als die gleich zu beschreibende Methode, welche allerdings 
niemals Präparate mit so reinem Grunde liefert wie die ZETTNOw'sche. 

Ganz abweichend von allen vorigen Methoden ist die von Gesielli 
(1903). £r bedient sich folgender Lösungen: a) 0,25 Kaliumpermangat, 
100 g Wasser; b) 20 g Chlorkalzium lösung (0,75 g, 100 g destill. 
Wasser), versetzt mit 1 g Neutralrotlösung (1 g Neutralrot, 100 g Wasser). 

Eine Platinöae des Materials wird auf einem Uhrglase mit 5 ccm 
destiU. Wasser verdünnt, mit der Masse werden Deckgläser beschickt 
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Tind über Chlorkalzium getrocknet. Sie werden dann 10 — 20 Minuten 
in die Lösung a gelegt, out Waseer gewastiben und in der Lösung b 
15, 20 bis 30 Üinuten lang gefärbt. Die gewaschenen Präparate 
werden in Kanadabalsam untersucht. 

Ich habe die Methode an Bacillus subtilis geprüft. Es ist zuerst 
zu bemerken, daß das Neutralrot von OrÜBLEB, welches Gemelli empfiehlt, 
durch Chlorkatzium in dem oben angegebenen Verhaltnisse völlig ausge- 
feilt wird, also nicht färben kann. Ich habe dann verschiedene, ge- 
ringere Mengen des Chlorkalziums zur F&rbeflüBsigkeit hinzugesetzt und 
viele Versuche angestellt. Nur einmal habe ich schwach, aber gut ge- 
erbte Qei&eln in schön klarem Grunde erhalten. Die Methode ist der 
genaueren Durcharbeitung wohl wert, so aber noch nicht brauchbar. 



Uebung 20. 
Ausfahrung einiger Geisseifärbungen. 

Wir benutzen zur GeiSeUSrbung im wesentlichen die LoFFLER'sche 
Methode. Bei der Ausführung werden wir vorzüglich auf folgende 
Punkte zu achten haben. 

1. Die Bakterien, welche wir untersuchen, müssen gute Geißeln 
besitzen; sie müssen am besten in lebhafter Schwärmbewegung begriffen 
sein, jedoch ist auch Rücksicht darauf zu nehmen, daß die Geißeln 
in etwas älteren Kulturen oft kräftiger sind als die in ganz jungen, 
aus abgekochtem Sporenmateriale entstandenen. Wir müssen also 
Kulturen herstellen, welche gute Schwärmzustände enthalten. Dazu 
haben wir die Biologie der Spezies möglichst ins Auge zu fassen. 
Wir müssen jedoch beachten, daß auch Geißeln an nicht schwärmenden 
Oidien vorkommen können. Schwärmen die Spezies schlecht, so kann 
man sie nach Ellis manchmal zum lebhafteren Schwärmen bringen, 
wenn man sie öfter täglich auf neues Substrat überimpft. 2. Die 
Geißeln dürfen beim Verdünnen der Losung und beim Eintrocknen nicht 
abgeworfen werden. Das Abwerfen erfolgt bei einigen Bakterien leichter 
alB bei anderen, kann durch Konzentrationsänderungen der Nährlösungen, 
durch Temperaturänderungen, durch Sauerstoffzutritt (bei Anaeroben) etc. 
bewirkt werden (MiauLA S. 106). Das Abwerfen der Geißeln wird am 
besten vermieden, wenn man die bakterienhaltige Flüssigkeit in äußerst 
dünner Schicht auf das vollkommen reine Deckglas aufträgt, so daß 
schnellstes Trocknen erfolgt. , Bei langsamem Trocknen des Deckglases 
werfen sehr viele Bakterien ihre Geißeln ab. Vorteilhaft ist es, die 
Spezies möglichst bei der Temperatur zu züchten, bei welcher das 
Antrocknen der Ausstriche erfolgen soll oder sie wenigstens vor dem 
Gebrauche eine Zeit lang bei passender niederer Temperatur stehen zu 
lassen, wenn sie nur bei höherer wachsen. Es ist zweckmäßig, schon 
von vornherein eine mögticiist dünne Nährlösung anzuwenden, und man 
thut deshalb gut zur Herstellung der zur Geißelfärbung bestimmten 
Kulturen frisch hergestellte Agarröhrchen zu benutzen, alte wenigstens 
vorher umzuschmelzen. Auch ist es eventuell gut, Agar mit der halben 
Nährstoffmenge im Wasser besonders zu bereiten. 8. Die (ieißeln müssen 
an das Deckglas festgeklebt und möglichst unverändert fixiert werden. 
Gewöhnlich zieht man zum Zwecke der Fixierung die Deckgläechen 
dreimal hintereingLnder durch die Bnnsenflamme oder erhitzt 2 bis 10 
Minuten auf 120" — 130* im Trockenschranke; das ist aber für manche 
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Geißeln eine zu hohe Erhitzung, und man kommt völlig damit aus, 
wenn man die trockenen Präparate 5 Minuten bei 40 — 50* gut aus- 
trocknet Das Festkleben wird wesentlich durch absolute Reinheit der 
Deckgläschen gefördert. 4. Die bakterienhaltige Flüssigkeit muß mög- 
lichst frei von anderen leicht f&rbbaren Stoffen wie Schleimen und 
Eiweißstoffen sein. Man muß deshalb die KulturflQssigkeit möglichst 
verdünnen, ehe man sie aufstreicht. Aus diesem Grunde ist zur Geißel- 
färbung Material von Gelatinekulturen unzweckmäßig, welches auch leicht 
durch von Fermenten verflQssigte Gelatine verunreinigt wird, und 
Bouillonkultur noch weniger geeignet, weil sich zu wenig Bakterien in 
der Nährstofflösung befinden. 5. Die Beize darf die Geißeln nicht 
zerstören. Es ist deshalb zweckmäßig, die Präparate mit der Beize 
nicht zu erhitzen, sondern die Beize kalt einwirken zu lassen. 6. Die 
FarbstolflÖsung muß die gebeizten Geißeln intensiv färben. Als passende 
Farbstofflösungen sind in letzter Zeit vorzüglich in den bakteriologischen 
Instituten verwandt worden; 

a. Fuchsin lösung: 1 konz. alkohol. Fuchsinlösung -|- 10 Wasser. 

b. Karbolfuchsinlösung (Zi&HL'sehe Lösung, eigentl. NEELSEN'sche 
Lösung). 

c. Mischung von 10 Anilinwasser -\- 1 konz. alkohol. Fuchsinlösung 
(EHRLiCH'sche Lösung). 

d. Gesättigte Lösung von Fuchsin in Anilinwasser. 

Alle diese Lösungen werden auf dem Deckglase mäßig, bis zur 
beginnenden Dampfentwicklung erwärmt. Dadurch entsteht bei allen 
eine üebersättigung, der eine intensivere Färbekraft entspricht Die 
Färbekraft ist übrigens bei a am geringsten, bei d am stärksten, bei 
i und c dazwischen liegend. Am haltbarsten ist die Karbolfuchsin- 
lösung, die jedoch leicht große Körner in das Präparat bringt; die 
Anilinwasserlösungen sind, wenn sie frisch bereitet sind, geneigt feine 
Niederschläge zu geben. 

Mir hat sich von allen Farbstofflösungen am besten eine Lösung 
von 1 gr Säureviolett 6B der Farbenfabrik von Fr. Bayer & Co. in 
Elberfeld in 150 ccm öO% Alkohol bewährt 

Zur Fixierung der Bakterien benutzen wir ein kleines, auf 40" zu 
erwärmendes Wasserbad, dem ich folgende Form gegeben habe: 

Es besteht aus einem aus Messing hergestellten Kästchen von 
10,ö cm Durchmesser und kreisförmigem Querschnitt dessen Seitenwand 
4 cm hoch ist, dessen unterer Boden jedoch erst 2 cm Ober dem 
unteren Rande eingelötet ist Das Kästchen ist an einem Stative mit 
einemArme(A,Fig.29)befestigt der auf- und abstellbar ist Der Arm A steht 
horizontal, das Kästchen ist jedoch etwas nach vorn geneigt an ihm 
befestigt, so daß sein hinterer Rand ungefähr 5 mm höher Ober der 
Horizontalen liegt als der vordere. An der höchsten Stelle des 
Kästchens, über der Ansatzstelle des Armes, ist ein Tubus (/) von 
2,5 cm lichter Weite und 6,5 cm Höhe angebracht. Das Kästchen 
wird völlig mit Wasser gefüllt, so daß das Wasser im Tubus steht 
In den Tubus wird mittelst eines lose aufsitzenden oder seitlich ein- 
geschnittenen Stöpsels ein ungefähr 18 cm langes, 5 mm dickes Thermo- 
meter (6—110") eingesetzt Man heizt das Bad also auf 40" mit einem 
kleinen Bunsenbrenner an und läßt dann die Mikroflamme zum Weiter- 
heizen brennen. Durch Hoch- und Niedrigstellen des Kästchens läßt 
sich die Temperatur leicht regulieren. Will man den, Apparat mittelst 
siedender Flüssigkeiten auf konstanter Temperatur erbeten, so füllt 
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i9. Wirmeapparat für Deckglaapräpa- 
rmte nach Arthub Meyeb. 
(Zu bezielieo von Altuank.) 



man ihn mit einer solchen und setzt ein großes Glasrobr an Stelle dea 
Thermometers mitlelat eines Korkes auf, eventuell einen Kühler. 

An demselben Stative kann 
auch zugleich ein kleiner Arm 
mit Halter {sfi) aAgebraclit wer- 
den, der die Spitze des S. 112 be- 
schriebenen SpQlapparates trägt. 

Wir verfahren nun zur 
Ausführung der Uebung folgen- 
dermaßen: 

Als Uebungsmaterial eig- 
nen sich alle gut schwärmenden, 
wenig Schleim bOdenden Spezies. 
Wir verwenden Bacillus subtilis 
oder Bacillus tumescens. Reich- 
liches Sporenmaterial alter Kul- 
turen wird in einem kleinen 
Reagensglase, mit ganz wenig 
sterilem Wasser oider steriler 
Nährlösung verdünnt, 2 Minuten 
im kochenden Wasserballe er- 
hitzt, abends 6 Uhr auf die schräge 
Fläche eines möglichst frischen 
AgarrÖhrchens (Agar ohne Dex- 
trose) aufgestrichen und das Gläschen in den Brutschrank (28") ge- 
stellt. Am anderen Morgen um 8 — 10 Uhr (nach 12 — 14 Stunden) wird 
die Get£elfärbuag vorgenommen. 

Wir haben uns folgende Farblösungen bereit gestellt: 

1. Beize (Loeffleb's Fuchsintinte). 
4 g Tannin werden in Iti ccm Wasser in einem Glaskölbchen 
unter Erwärmen gelöst. Es werden hinzugefügt 10 ccm einer kalt 
gesättigten Eisenvitriollösung und 2 ccm einer kalt gesättigten Lösung 
von Fuchsin in 95-prozentigem Alkohol. Die Lösung wird in eine 
gewöhnliche Glasflasdie gegossen, auf deren Hals ein Trichterchen mit 
Filter gestellt wird. Beim Gebrauche filtriert man einige Tropfen der 
Flüssigkeit direkt auf das Objekt Die Beize wirkt gut, wenn sie 
einen Tag alt ist und hält sich ziemlich lange. 

2. Farblösung. 

1 g Säureviolett 6B v. Bayer & Co. (Unter genanntem Namen 
von Siebert und Zieqenbein in Marburg a. L. oder unter dem 
Namen Säureviolett 1897, Ersatz für Hotfmannsblau, von GB(tBLER&Co. 
zu beziehen), Ift ccm 95-prozentiger Alkohol, 75 ccm dest Wasser. 

Wir haben uns ferner reine Deckgläschen hergestellt. Be- 
sitzen wir gute, schon ziemlich tettfreie, neue Deckgläser, so genügt es 
oft, sie in folgender Weise zu reinigen: Wir legen sie in 95-prozentigen 
Alkohol, reiben sie zwischen Fließpapier trocken und ziehen sie, indem 
wir sie mit der Cometpincette fassen, senkrecht durch die Flamme. 
so daß sie recht heiß werden und eventuell schwach an den Kanten 
schmelzen, sich jedoch nicht verziehen. Sind die Gläser nicht besonders 
gut, so reinigen wir einige Dutzend in folgender Weise. Wir stellen 
ein 8—10 ccm weites Becherglas, dessen Boden 1 oder 2 cm hoch 
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mit einer Lösung von 6 g Kaliumbichromat in 100 ccm Wasser und 
100 ccm konzentrierter Schwefelsäure bedecht ist, in das Dampfbad 
und werfen die Deckgläser einzeln in die Lösung. Wir lassen die 
Gläschen, unter öfterem Umschwenken, ein paar Stunden in der I-'lQssig- 
keit, gießen letztere dann ab und waschen mit destilliertem Wasser so 
lange nacli. bis jede Spur der Lösung entfernt ist. Hierauf gießen wir 
eine Lösung von 5 g Ätzkali in 50 ccm {tr>-prozentigem Alkohol anf 
die Deckgläser, erwärmen das mit einer Glasplatte zugedeckte Becher- 
glas etwas im Dampfbade und lassen die Flüssigkeit dann (unter Um- 
schwenken) noch eine Viertelstunde kalt einwirken. Die Kalilösung 
gießen wir ab und waschen wieder mit destilliertem Wasser, bis die 
alkalische Reaktion verschwunden ist. Hierauf spQlen wir die Gläser 
noch tüchtig mit 50 ccm 9.0-prozentigem Spiritus, dem wir fünf Tropfen 
Eisessig zugesetzt haben, gießen den sauren Alkohol ah, waschen mit 
50 ccm Spiritus gut nach und übertragen dann die Gläschen einzeln 
mit der abgeputzten, reinen Pincette in .tO ccm absoluten Alkohol. 
Aus diesem bringen wir sie zuletzt in ein weithalsiges Glas mit Aether. 
Gebrauchen wir ein Deckglas, so ziehen wir es schnell einmal durch 
die Flamme, ohne es stark zu erhitzen. 

Drei der ganz reinen Deckgläser, auf denen eine ausgestrichene 
Spur Wasser sich nicht zusammenziehen darf, beschicken wir nun in 
folgender Weise mit Material. 

Zuerst prüfen wir unser Material auf die SchwärmßUiigkeit, indem 
wir von der Mitte der AgaroberHäche eine Spur mit der Öse weg- 
nehmen, in ein sehr kleines Tröpfchen Wasser auf den Objektträger 
bringen und mit Objektiv E (V| Seibert) direkt beobachten. Schwärmt 
das Material gut, so bringen wir zuerst ein Tröpfchen Brunnenwasser 
mit der sterilen Platinöse auf ein reines Deckglas und mischen eine 
Spur Bakterien material hinzu. 

In diese Bakterientlüssigkeit tauchen wir das Ende einer 
Platinnadet flach ein , so daß etwas der Flüssigkeit daran hängen 
bleibt Dann nehmen wir ein Deckglas in die Cornetpincette und 
streichen die Spur der Flüssigkeit schnell, mit einem Striche, auf 
dem Deckglas aus, so daß sie eine äußerst dünne, gleichmäßige 
Schicht bildet. 

Wir legen die Gläschen mit der bakterienfreien Seite auf den 
Wärmeapparat, der iienau auf 40" erwärmt ist, trocknen sie und lassen 
sie dann noch ö Minuten lang liegen, um die Bakterien zu fixieren. 

Wir nehmen eins der Deckgläser mit der Cornetpincette, gießen 
auf ein in einem kleinen Trichterclien liegendes Filter, welches wir auf 
ein R«agensglas gesetzt haben, etwas von der Beize und lassen diese 
auf <las Deckglas auflaufen, so daß ein großer Tropfen dasselbe be- 
deckt. Die Beize bleibt 3—5 Minuten auf den Bakterien stehen, 
ohne erwärmt zu werden. 

Die Beize spülen wir nach 2—5 Minuten tüchtig mit dem Wasser- 
strahl ab und saugen das Waschwasser gut mit etwas Fließpapier vom 
Rande des Deckglases aus ab oder blasen es ab und färben sofort, 
ehe das Deckglas trocken ist 

Wir bringen zu dem Zwecke einen großen Tropfen Farhstoff- 
lösung auf das Deckglas, welches wir mit der Cornetpincette halten, 
und erwärmen das Deckglas dann über dem Mikrobrenner ganz schwach, 
so daß eine schwache Dampfbildung eintritt, kein Kochen. Dabei 



v^^iOOglC 



— 127 — 

neigen wir das Deckglas fortgesetzt, um die Flüssigkeit etwas in Be- 
wegung zu erhalten. Wir lassen es dann 2 — 3 Minuten stehen. 

Wir spülen die FarbstoJflösung hierauf mit dem Wasserstrahle 
sehr gut ab, nehmen das Waschwasser etwas durch Ablaufenlassen 
auf Fließpapier weg und trocknen das Präparat auf dem Wärme- 
ap])arate. 

Wir bringen ein Tröpfchen Xylol auf den Objektträger und legen 
das Deckglas mit der gelobten Seite darauf. Wir untersuchen das 
Präparat mit der Immersion. Ist es gut, so bringen wir auf einen an- 
deren Objektträger ein Tröpfchen Kanadabalsam und legen das Präpa- 
rat mit der gefärbten Seite auf denselben, um es so aufzubewaiiren 
und der genaueren Untersuchung zugänglicher zu machen. 



Kapitel XIX. 
Die TötuDgszeit für die ^oren. 

Allgemeines. 

Eb ist eine ai che rgea teilte Erfahrung, daß die Sporen der ver- 
schiedenen Bakterien im feuchten Zustande einer bestimmten höheren 
Temperatur sehr verschieden lange widerstehen können und daß 
die verschiedenen Sporenspeziea gleiche Zeit hindurch eine verschieden 
hohe Temperatur zu ertragen vermögen. Je höher iu letzterem Falle 
die Temperatur ist, welche eine Spezies die bestimmte Zeit aushalt, 
um so langer widersteht sie im allgemeinen der Einwirkung einer be- 
stimmten höheren Temperatur. Einer niedeien Tötungstemperatur wider- 
stehen die Sporen länger ala einer höheren. Das Verhalten der Sporen 
einer Spezies gegenüber Temperatur und Erhitzungszeit ist anscheinend 
bis zu einem gewissen Grade konstant, so daß dasselbe zur Charakteri- 
sierung der Spezies, herbeigezogen werden kann. Vorzüglich eignet sich 
die Feststellung der Zeit, welche eine Sporenspezies auf 80* und 100"* 
erhitzt werden muß, bis Absterben der Sporen eintritt, zur Charakteri- 
sierung der Spezies, und ist die Feststellung diäser Zeiten auch deshalb 
von Bedeutung, weil die Kenntnis dieser Zeit es ims ermöglicht, das 
Erhitzen der Sporen zum Zwecke des Anlegens von Kulturen, deren Ent- 
wickelnng wir studieren wollen, in zweckmässiger Weise vorzunehmen. 
In letzerer Beziehung ist auch die Kenntnis der Tötungszeit der Oidien 
von Bedeutung. 

Zuletzt ist die Kenntnis der Tötungszeit der Sporen deshalb von 
Interesse, weil uns dieselbe unter Umständen gestattet, die Kultur einer 
Spezies durch genügend lange Erhitzung von manchen anderen Spezies 
direkt zu trennen. 

Es mögen zuerst einige Beispiele für die Tötungezeit bestimmter 
Sporen für Erhitzung in Flüssigkeit oder übersättigtem Dampf bei 100' 
gegeben werden. 

Es werden getötet bei lOCli 
die Sporen von 19 von Dannappei, untersuchten Spezies in 5 — 15,, 
30, 60 Sekunden; 
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Milzbrandsporen in 2 Hinuten (in 1 Minute noch nicht: Obppbbt, 
Berlin, klin. Wochenachr. 1890, No. 11) bis 12 Minuten (Es- 
HARCH., Zeitschr. f. Hygiene 1888); 
Tetanussporen in 5 Minuten; 
Sporen von Bacillus meaentericus vulgatus in 3 Stunden (Stbub, 

Centralbl. f. Bukt. 1890); 
Sporen des roten Eartoffelbazillus in 5'/« bis 6 Stunden (Olobig, 

1887); 
manche Bodenbakteriensporen in 168tunden noch nicht (Chbiste:n, 
1895); 
Bei 80" sterben: 
Tetanusaporen in 1 Stunde. 

Oidien und Zellfllden sind gegen höhere Temperaturen empfind- 
licher als Sporen. Im allgemeinen sterben die Oidien schon in 10 bis 
1& Minuten bei 50—60* ab (FlüGoB, S. 43&; Güntheh, 1898, S. 29). 
Dabei acheint jedoch schon zwischen den Schwftnnem und Ruhe- 
stftbchen ein Unterschied zu bestehen, denn Zopp (1892) fand, daß die 
^hwftrmer von Bacterium vemicosum bei 75 " sofort abstarben, wfthrend 
die Ruhestabchen erst über 87" sofort getötet wurden. 

Eine 10 Minuten lange Ervrarraung genUgt zur TOtung der 
■Oidien von 

Spirillum Finkler Prior bei 60* (Sternbebg, 1892), 
Rotzbazillus „ 56" (LOpflbr), 

MftusetyphuB „ 58*, 

Sarcina lutea „ 64*. 

Jedoch haben manche Bakterien bei 75" ihr Wachstumsoptimum 
(Globig, Rabinowitsch). Der Tuberkelbazillus wird bei 60" in 45 bis 
■60 Minuten, bei 70" in 5 — 10 Minuten getätet. 

Erhitzt man die Oidien von Bacillus aaterosporua in unseren ganz 
kleinen Reagensglasem in einem kochenden Wasserbade, so sind nach 
12 Sekunden alle Oidien abgestorben; bei 80" sterben sie sicher nach 
30 Sekunden ab. 



Uebung 21. 
Die Bestimmung der T6tung8zeit für 100" und für 80°. 

Bestimmung der Tötungszeit für 100". Wir eterilisleren 
zuerst einige mit Baumwollenbausch verschlossene ReagensglSser von 
8 bis 9 cm Länge und 8 bis 9 mm innerer Weite im Heißluftschranke. 
£tatt die Röhren vor der Sterilisation mit Baumwolle zu schließen, 
kann man sie auch mit einem Stückchen Filtrierpapier und darüber mit 
-einem Stückchen Staniol fest Oberdecken und diese Kappe dann nach 
dem Sterilisieren mit einem dünnen Gummiband umschlingen. Die 
sterilen Reagensgläschen füllen wir 1 cm hoch (nicht höher) mit sterilem 
Wasser an, impfen sie mit 14 Tage altem Sporenmateriale von Bacillus 
asterosporus ') und erhitzen sie sofort in einem siedenden Wasserbade. 
Wir erhitzen also zu dem Zwecke in einem kupfernen Wasserbade von 
8 cm Weite und 10 cm Höbe Wasser zum Sieden, stecken die zu erhitzenden 
Röhrchen in die 9 mm weiten, kreisrunden Löcher einer 1 cm dicken, 

1) Bacillus asteroBponu dient hier nur ala Beispiel. Für die Uebung vird 
zweck in äsaiger weise eine dem Uebenden unbekannte Spezies verwandt 
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kreisförmigen Korkplatte von fi cm Durchmesser und setzen die Platte 
mit den Rfihrchen in das siedende Wasser. Den Zeitmoment des Ein- 
tauchens notieren wir uns und nehmen nach Ablauf der Zeit, während 
welcher ein Glas erhitzt werden soll, das Glas heraus, um es sofort 
in ein Glas mit kaltem Wasser einzusetzen. 

Sporen bei 100". In dieser Weise beschicken wir nun zuerst 
4 Reagensgläschen mit der Nährlösung, impfen sie und erhitzen sie 

1) 12Ü, 240, 360, 480 Sekunden. Wir nehmen dann die Gläschen 
heraus und erhitzen die ganze obere Partie über dem Wasser, um alle 
etwa oben sitzenden, nicht im Wasser erhitzten Sporen abzutöten. Wir 
nehmen dann den BaumwoUenpfropfen ab, erhitzen den Rand und gießen 
hierauf die ganze Flüssigkeit auf die Oberfläche einer AgarrÖhre ans. 
Wir lassen sie bei 28* stehen und untersuchen sie nach 4 Tagen 
sowohl makroskopisch auf die Entwicklung, als mikroskopisch auf die 
Reinheit der Kultur. Letzteres deshalb, weit es ja möglich wäre, daß 
die Kultur mit einer widerstandsfähigeren Sporenspezies verunreinigt 
worden wäre. Wir untersuchen die Kulturen, welche sieh nicht ent- 
wickelt hatten, nach 8 Tagen noch einmal, da die Keimung der erhitzten 
Sporen verzögert ist. Wir werden dann wahrscheinlich finden, daß nur 
die 480 Sekunden erhitzten Sporen sich nicht entwickelt haben, daß 
also ist: 120+, 240+, .100-]-, 480—. 

Wir wiederholen , um die Tötungszeit 
genauer zu bestimmen, den Versuch mit f) 
Gläsern und den Zeiten und dem Resultate: 

2) 300+. .^(iO-|-, 420 +, 480 — 
hierauf mit den Zeiten und wahrscheinlich mit 
dem Resultate: 

3) 390 +, 420—, 4.50-, 480 — 

und schließlich mit den Zeiten und dem Re- 
sultate : 

4) 400-i-, 410—, 420—, 430—. 

So erhalten wir das Resultat, daß die Tö- 
tungszeit bei 100« = 410 bis 430 Sekunden 
beträgt. Es ist aber möglich, daß wir ein 
wenig höhere Zahlen finden; denn die Tötungs- 
zeit für Bacillus asterosporus variiert etwas. 

Die Bestimmung der Tötungszeit für 
80". Wir benutzen zur Bestimmung der Tötungs- 
zeit bei 80" einen Thermostaten, welcher wesent- 
lich nach dem Prinzipe des Trockenapparates von 
Viktor Meyer eingerichtet ist. Der Apparat 
(Fig. 3()), den Altmann nach meiner Angabe 
besonders anfertigte, besitzt einen Arbeits- 
raum von 20 cm Höhe und 10 cm Weite. 
Er ist aus Kupfer gearbeitet, doppelwandig. 
In die doppelte Wand, deren Raum oben durch 
den mit Konus und Ueberschraube befestigten 
Rückflußkühler geschlossen ist, gießt man die 
zur Erhaltung der konstanten Temperatur bestimmte Flüssigkeit ein. 
An der Basis des Apparates befindet 'Sieh ein kleines Loch , durch 
welches, wenn man den Apparat als Trockenapparat benutzt, die Luft 
einströmt Dieses Loch ist mit einer Schraube geschlossen, welche in 



Fig. 30. Thermostat 
nach dem Prinzip des 

Trocken apparater* von 
Viktor Meyer. Bei Bc- 
Htcllung ist zu betonen, 
dosa er mit dnn von mir 
aii)^gebenen Änderungen 
hergestellt sein müsse. 
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einem aufgelöteten Stäckchen Messing sitzt. Der Deckel des Appa- 
rates besitzt eine dicke Einlage von Asbest und trägt den Tubus 
für das Thermometer. Zum Erhitzen benutzt man am besten einen 
guten Brenner mit Luftregulierung und Hahn oder einen Brenner, 
dessen Flamme mit der Luftregulierungshülse kleiner und größer ße- 
Etellt werden kann, da die Flamme genau so zu regulieren ist, daS {lie 
eingefüllte Flüssigkeit gerade gut siedet. Die Temperatur im Apparate 
ist von (lern Siedepunkte der eingefüllten Flüssigkeit abhängig. 

Zur Füllung für eine konstante Temperatur im Innen- 
raum von 

W wird benutzt Chloroform | 13ü* wird benutet Xylol 

70" .. .. Methvl-Aelhvlalkohol 3:7; l?iÖ" „ „ Aiiiaöl 

75" „ „ Aelhylaltohol ! 161° ,. ,. Cuinol 

80° .. .. Aethvl-Propvlftlkohol 7:4 180" .. .. Anilin 

SHJ" ., .. Aeihvl-PropvlaJkohol 1 :S|20Ü° ., „ Naphthalin 

!)7— 100° wird benutzt Wasser 30;.° ., „• Diphenylainin 

107° „ „ Toluol I 

Wir brauchen eine Temperatur von SO» und füllen deshalb ein 
Gemisch von 7 Vol. Aetliylalkohol und 4 \'ol. Propylalkohol (1I7".4) 
in die Doppelwandung ein. können auch, wenn wir vorsichtig ver- 
fahren, reines Benzol benutzen. Wir setzen dann den Kühler auf, 
verbinden die Einlaufröhre des Kühlers, welche tief in dessen Inneres 
hineinführt, mit dem Wasserhahne durch einen Schlauch, versehen das 
Ablaufrohr auch mit einem Gummischlauche und lassen nun das Wasser 
schnell durch den Kuhler strömen. Hierauf zünden wir die Flamme 
an und erhitzen das Alkoholgemisch zum Sieden, welches nur so stark 
sein darf, daß der Kühler kaum warm wird und keine Alkoholdäm])fe 
durch den Ktlhler entweichen. Hierauf füllen wir den Arbeitsraum 
des Apparates bis ungefähr !) cm unter den Rand mit Wasser, stellen 
das Thermometer ein und beobachten, welche konstante Temperatur es 
nach einiger Zeit zeigt 

Ist die Temperatur zu hoch, so hilft man durch Nachgietien von 
etwas absohuem Alkohol nach, und umgekehrt setzt man Pro})ylalkoliol 
zu, wenn die Temiieratur zu niedrig ist. Steht das Thermometer 
schlieBlich konstant auf XO", so kann mit dem Erhitzen der Bakterien 
begonnen werden. Reim Autierdienststellen des Apparates ist zu be- 
achten, daß man stets erst die Flamme ausdrehen muß, dann das 
Wasser noch so lange durch den Kühler strömen lassen muß. bis 
der Apparat erkaltet ist. Auch bei diesem Apparate benutzen wir 
zum Einstellen der Reagensgläser die früher beschriebene durchlöcherte 
Korkscheibe. 

Sporen bei HO«. Wir impfen, wie früher, h sterile Reagens- 
gläschen, welche etwas steriles Wasser enthalten, mit möglichst viel des 
Sporenmaterials von Bacillus asterosporus, schließen mit einem kleinen 
Stückchen sterilen Fließpapiers und mit einem größeren Stückchen 
Staniol. welches wir über das Fließpapier legen und mit einem (iuuinii- 
bändchen (Gummiring) festlialten, und erhitzen die folgenden Zeiten mit 
tten angegebenen Resultaten auf HO", wobei wir auch hier nach dem 
Erhitzen jedes Glas sofort in kaltes Wasser einstellen. 

1) 2 4-, B-l-, 4+, .')— , ö— Stunden. 

2) 3+, 4+, 47,4, 47, +, 4V,-, r>-. 

Es läge dann also die Tötungszeit zwischen 4^|^—4''/^ Stunden. 
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Nach vorläufigen Versuchen, welche Herr Ellis in meinem La- 
boratorium ausführte, besitzen die in dem Folgenden angegebenen 
Spezies ungefähr die dabei stehenden Tötungszeiten: 

!00» 80" 
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Uebung 22. 
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Bakterienapezlei. 



Wir haben in der Uebung 11 eine oder einige aus dem Boden 
stammende Spezies isoliert, welche auf abgekochten Möhren wachsen. 
Wir wollen nun eine dieser Spezies bestimmen und die Bestimmung 
nach den Diagnosen ausführen, welche Gottheil in seiner unter meiner 
Leitung ausgeführten Arbeit gibt (Gottheil. Botanische Beschreibung 
einiger Bodenbakterien; Cenlralbl. f. Bakt. ]!K)1, IL Abt., Bd. VII.. 
Xo. 12, S. 430). Die von uns gefangenen Spezies werden wohl meist 
zu den von Gottheil beschriebenen gehören; sollte das nicht der 
Fall sein, so können wir sie als neue, unbestimmbare betrachten, die 
einer Durcharbeitung bedürfen. 

Wollen wir nach den nachher zu gebenden Diagnosen unsere 
Spezies bestimmen, so haben wir folgende Punkte zu beachten: 

1. Von der Reinkultur aus muU die Kultur mindestens 4 Wochen 
lang auf D-Agar weiter gezüchtet werden, wobei -sofort nach dem Aus- 
reifen der Sporen einer Kultur mit abgekochtem Sporenmaterial um- 
geimptt werden muß. Nur so wird eine aus dem Boden isolierte Kultur 
ilie in der Diagnose beschriebenen Eigenschaften annehmen. 

2. Die Kultur der Spezies muß vollständig rein sein. Sie wird 
deshalb vor der Bestimmung mindestens noch einmal auf die Gelatine- 
platte gebracht (siehe Seite 70), und von einer isoliert liegenden 
Kolonie werden dann 2 Agarröhrchen geimpft Sind die Sporen ent- 
wickelt, so werden sie abgekocht und 3 Agarröhrchen mit ihnen be- 
impft, die das Material für die Untersuchungen abgeben. 

3. Soll die Entwicklungsgeschichte der Spezies beobachtet werden, 
so muß von mindestens 4 Wochen altem Sporen materiale ausgegangen 
werden, welches genau 2 Minuten im Wasserbade erhitzt wurde. 

4. Die Agarkulturen müssen bei 2H", die Gelatinekulturen und 
Möhrenkulturen bei 17,0" gehalten werden. 

5. ^^'ir müssen zur Erkennung der Spezies Bilder aller Entwick- 
lungsstadien der Spezies bei derselben Vergrößerung herstellen, die 
Gottheil benutzte (lH(X)fach) und mit den Bildern, die Gottheil 
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gibt, mindestens mit den Figuren 45—77 unserer Tafel vergleichen, 
wenn wir sicher zum Ziele kommen wollen. Wir benutzen die 
ölimmersion und Okular 12 und erhöben unseren Zeichenklotz so lange, 
bis die Grösse des Bildes des Objektmikrometers mit dem Maßstabe 
der GoTTHEiLschen Tafeln stimmt (der Zeichenklotz muß dann etwa 
16,3 cm hoch werden). Die Urarißlinien der stets lebend zu benutzen- 
den, ungefärbten Sporen, Oidien etc. sind beim Zeichnen genau auf 
die Kontur des mikroskopischen Bildes zu setzen, nicht außerhalb oder 
innerhalb derselben zu ziehen. Nach den gewonnenen Zeichnungen 
führen wir direkt die Messungen aus, 

Ich führe nun die verschiedenen Merkmale, die besonders für die 
Bestimmung festzustellen sind, ungefähr nach der Reihenfolge ihres 
Wertes an. 

1. Verhalten der Spezies in Nährlösungen (Kap. II). Tritt in 
einer Nährlösung nach 1 4 Tagen keine Entwidilung ein, so impfen wir 
die Nährlösung nochmals nach und beobachten noch einmal nach 14 lagen. 

2. Sporenfomien und Sporen großen. 

3. Die Reservestoffe, welche in jungen Sporangien auftreten 
(Kap. XII, XIII. XIV). 

4. Keimungserscheinungen, Dicke der Keimstäbchen. 

f). Der Entwicklungsgang der Spezies auf D-Agar, nach mikro- 
skopischer Beobachtung jKap, V). 

fi. Verflüssigung der Gelatine (Kap. VI), 

7. Entwicklung von Säure oder Alkali (Kap. XV). Gottheil hat 
den quantitativen Verlauf nicht genau verfolgt 

H. Aussehen und Entwicklung der Agarstrichkultur und Gelatine- 
stichkultur, sowie der Möhrenkultur fKap, V, VI). 

9. Tötungszeil für die Sporen (Kap. XIX). 

10. (Jasentwickiung und Gasanalyse (Kap. XVI), 

11. Geißelfärbung (Kap, XVIIIl. 

12. Diastasebildung. 

In dem Folgenden sind nun nur die kurzen Diagnosen, welche 
(jottheil gab, die jedoch zur Bestimmung meist ausreichen werden, 
abgedruckt. 

I. Bacillus ruminatus. 
Spore. Sporengröße: 1,0—1,7 fi lang. 0,H— 1 fi breit (ohne 
Hülle gemessen). Sporenform: ellipsoidisch, cylindrisch, schmal läng- 
lich: am häufigsten wie Fig 4.'> der farbigen Tafel. Die eben ausge- 
schlüpften Sporen sind von einer sich mit Methylenblau 1 -^- 10 stark 
färbenden, eigenartigen Hülle umgeben, die sich längere Zeit an den 
Sporen erhält. Starke Anschwellung der Siwren vor der Keimung 
(Fig, D). Sporenketmung polar (Fig. 4ö|. Die Keimstäbchen 
werden normalerweise bis 2- lang und 1.39 — 1.5 /* diclf. Auf Agar, 
nach 7 Stunden bei 28", findet man 2-, 4-, 6-, 8-, 12-, seltener bis 
18-stäbige') Zellföden. deren Stäbe charakteristischerweise meistens 
2-lang und 2-zellig sind; nach Ifi — 1(S Stunden Einzel- und Doppel- 
stäbchen von normaler Dicke (1,39 — l,.'j /i), Stäbe 1- bis 2-hing*). 

1) 2-, 4- etc. iCäbiger Zellfaden taeisst ein Zellfaden, der in 2-, 4- etc. an 
den Spitren abgerundete ätäbcben lOidien) gegliedert eiiicheint, die sieb noch nicbl 
vuneinaiider getrcunt haben. Die Stäbeben selbst können 1- bis mehrzellig sein. 

2) Als 1-lang. 2-laiig etc. I>ezeichne ich die Stäbcbtn oder Zellfäden, welche 
ungefähr einmal, zweiioal etc. eo lang sind wie normale Sporangien der Spezies. 
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2-zeIlig, viele Zellen äußerst kurz und bis 8-, seltener mebrstäbige 
Zell^en, deren Stfibe bäufig angeschwollen sind. Die Stäbeben von 
Bac. ruminatus a waren ungefähr 1,7—1,9 n dick. Die Bakterien 
baben viele (Fetttröpfchen gespeichert (Sudan-Metbylenblaureaktion). 
Nach 20—24 Stunden ist schon teilweise Sporenbildung eingetreten. 
Nach 30 — 36 Stunden: sehr viele Sporangien, welche zum Ted, fertig 
entwickelt, fettfrei sind, deren Sporen die HUllenfSrbung geben (Methylen- 
blaureaktion). Viele Stäbe von wechselnder Länge und Dicke, oft lange 
anormale, stark angeschwollene abgerundete Zellen. In älteren Agar- 
kulturen findet man Involutionsformen. Schwärmezustand war vor- 
handen in den Nährlösungen V, \a und VII. Die Schwärmer sind in 
diesen Nährlösungen 1- bis 2-)ang und ungefähr 1,3 fi breit. Die 
Geißelfärbung ist schwer ausführbar. Die Stäbchen sind peritrich be- 
geißelt. Die Intensität des Wuchses in den Nährlösungen 0, I, 
Va = 3 — 4, III, IV = — 1 ist charakteristisch. Die Agarstrich- 
kultur ist nach 20 Stunden weißlieb, homogen (Bac ruminatus), 
bis dickhäutig (Bae. ruminatus a); mehr oder weniger stark schleimig. 
Die Möbrenkultur ist nach ungefähr 4 Tagen glasig, scheimig-faden- 
ziehend, nach 10 T^eii dick, ^vcißgelblich , etwas häutig. Diastase- 
bildung und schwache Säurebildung sind in Nährlösung V nach 
4-wöchentlicher Entwicklung bei 28" nachweisbar. Die Gelatine wird 
relativ schnell verflüssigt. 

2. Bacillus tumescens. 
Spore. SporengröfJe: 1,7 — 2 fi breit. 2,5—3 fi lang. Sporen- 
form: Fig. 47 der Tafel, Die Sporenmembran ist ohne Hilfe eines 
Reagenses sichtbar; sie ist deutlich in £xine und Intine gegliedert. 
Die Sporen schwellen vor der Keimung nur relativ wenig an; die 
Keimung erfolgt äquatorial (Fig. 4»^). Die Keimstähcben werden 
2- bis 3-lang und 1,3!* — 1,5, seltener bis 1,7 fi breit; nach einiger Zeit 
der Ruhe beginnen sie zu schwärmen. Auf Agar nach 7 — 8 Stunden 
bei 28" findet man bis 8-, seltener mehrstäbige Zellfäden, deren Stäbe 
2- bis ä-lang sind: nach 20 — 24 Stunden Ruhestäbeben, welche oft 
stark angeschwollen sind und große Fetttröpfchen gespeichert haben, 
im Kondenswasser oft noch wenige, langsam schwärmende Stäbchen. 
Im oberen Teile der Agarkolonie sind Sjiorangien ausgebildet. Nach 
36 — 40 Stunden sind außer normalen Sporangien charakteristi- 
eeherweise noch mehrstäbige Zellfäden vorhanden, deren Stäbe an- 
geschwollen und abgerundet sind und Sporen gebildet haben. An 
den nach LÖffler gefärbten Schwärmern erkennt man an einem 
2-langen Stäbeben bis 12 peritrich angelegte Geißeln. Die Intensität 
des Wuchses in den Nährlösungen 0, I, II, V. Vo, \ß, VII = 3—4 
und III, IV, VIII, IX, XI = 0—1 ist charakteristisch. Agarstrieh- 
kultur. Nach 20 — 24 Stunden bei 28* ist eine homogene, relativ 
dicke, glänzende, mehr oder weniger stark schleimige Kolonie ent- 
wickelt; alte Agarkulturen werden graubraun. Möhrenkultur. Nach 
mehreren Tagen ist eine dicke, homogene, weißliche, mehr oder weniger 
stark schleimige Kolonie entwickelt. Diastasebildung (untersucht in 
Nährlösung I und V) und Säurebildung (untersucht in Nähriösung 
VII und V) sind nur schwach. Gasbildung findet nicht statt Die 
Gelatine wird verflüssigt. 
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3- Bacillus graveolens. 

Spore. Sporengröße: 1,39 — 1,7 fi breit, 1,9 — 2,5, selten 2,9 /* 
lang, Sporenforin : Fig. 49, Sporenniembran in deutlich sichtbare Intine 
und Exine gegliedert. Meist nur relativ schwache Anschwellung der 
Sporen vor der Keimung; dieselben keimen vorherrschend seitlich. Die 
Keimstäbchen sind meistens 1- bis 2-lang und ungefähr 1,39 — 1,.") ft 
breit; nach kurzer Zeit der Ruhe beginnen sie zu schwärmen. Auf 
Agar, nach 7—8 Stunden bei 28", sind Einzel-, Doppelstäbchen und 
bis }^-stäbige Zellfäden, deren Stäbe 2- bis 3-läng sind, entwickelt, nach 
14 — 18 Stunden lebhaft schwärmende Einzel- und Doppelstäbchen, 
mit kleinen Fetttröpfclien, von normaler Dicke; Stäbe vorhei-rschend 1-, 
seltener 2-lang. Nach 20 — 24 Stunden sind meistens normale 1- bis 
2-lange, oft lebhaft schwärmende, Einzel- und Doppelstäbchen, selten 
etwas angescliwoUene Stäbe und bis 14-stäbige Zellfäden vorhanden. 
In vielen Stäbchen sind Sporen ausgebildet; viele Sporangien 
schwärmen lebhaft Nach 36 — 40 Stunden sind im oberen Teile der 
Agarkolonie freiliegende Sporen, Sporangien und Kuhestäbchen ent- 
wickelt Außer Einzel- und Doppelsporangien und mehrstäbigen Zell- 
fäden mit aus einlangen Sporangien bestehenden, oft schon fettfreien 
Stäbchen von meistens normaler Dicke findet man jetzt auch anormal 
gestaltete, verschieden lange, donnere und dickere Zellen. Die Schwärmer 
besitzen peritriche Begeißelung. Die Intensität des Wuchses in den 
Nährlösungen Va = 4, \ß = 0—2, III, VII, IV = 0—1 ist charak- 
teristisch. Die Agarstrichkultur ist nach 20 — 24 Stunden bei 2S 
deutlich häutig, meist relativ dünn, glatt, marmoriert oiler etwas faltig; 
nach 4—.^ Tagen besitzt die Agarkolonie meistens einen trimethylamin- 
artigen Geruch. Die Möhrenkultur ist nach ö Tagen homogen, weiß- 
lich, zähschleimig. Diastasebildung und Sau rebil düng sind in 
Nährlösung \a vorhanden. Die Gelatine wird verflüssigt. 

Da Bacillus graveolens dem Bacillus tumescens sehr nahe 
steht, so will ich noch kurz die wichtigsten Unterschiede zwischen 
diesen beiden Formen angeben: 

.1. Bac. graveolens entwickelt auf Agar, nach 20—24 Stunden, 
bei 28* eine häutige Kolonie; ältere Agarkulturen besaßen meistens 
einen mehr- oder weniger starken trlmethylamin-ähnlichen Geruch. 
Bac. tumescens zeigt dagegen nach gleicher Zeit eine homogene, 
weiße, dicke, schleimige, nicht häutige Kolonie; ältere Agarkulturen 
besaßen einen stinkenden , jedoch niemals trimethylaminartigen Geruch. 

2. Bac. graveolens entwickelt auf einer Möhrenscheibe nach 
24 Stunden kurze, meist 1-lange Einzel- und Doppelstäbchen mit Fett- 
tröpfchen, fast keine mehrstäbigen Zellföden, nach 5 Tagen Einzel- und 
Dopi>elstäbe, von denen viele noch lebhaft schwärmten, Ruhestäbeben. 
Sporangien und freiliegende Sporen. Bac. tumescens entwickelt da- 
gegen nach 24 Stunden vorherrschend vielstäbige Zellfaden, deren Stäbe 
1- bis 2-lang, 1- bis 2-zellig und mit Fetttröpfchen angefüllt sind; nach 
ö Tagen voi herrschend vielstäbige Zell^en mit relativ dicken, oft 
angeschwollenen Stäben. 

3. Nach 14—18, selb.st noch nach 20-24 Stunden findet man 
in der Agarkolonie von Bac. graveolens im Gegensatz zu Bac. 
tumescens viele lebhafte Schwärmer. Viele Stäbehen sind bei Bac 
graveolens kürzer und schmäler als bei Bac tumescens. 
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4. Die Sporangien, welche von Bac. graveolens auf Agar nach 
24 Standen bei 28" entwickelt werden, enispreclien der Fig. 50, viele 
Sporangien schwärmen; die Sporangien, welche von Bac. tumescens 
nach gleicher Zeit entwickelt werden, schwärmen normalerweise aut 
Agar nicht 

6. Bac. graveolens entwickelt in Nährlösung X, nach dem Impfen 
mit 14stQndigem Stäbchenmaterial von Agar, nach 7 Tagen, bei 28" 
vorherrschend normale kurze Einzel- und Doppelstäbchen; 
Bac. tumescens entwickelt dagegen unter gleichen Bedingungen 2- 
und 4-lange Stäbe. 

ü. Bac. graveolens entwickelt sich in Nährlösung V^ schlecht; 
die Sporen keimen nicht, 14 Tage lang ist selbst nach Impfen mit 
gutem StSbchenmaterial von Agar noch keine Entwicklung zu konsta- 
tieren, sondern erst nach 4 Wochen. Die Sporen von Bac. tumescens 
keimen dagegen in Nährlosung Vß und die Entwicklung dieser 
Spezies geht in dieser Nährlösung normal von statten. 

4. Bacillus Petasites. 
Spore. Sporengröße: 0.ft;i— 1.11 fi breit, 1,7—2.2 ft lang. 
Sporenform: Ellipsoidisch, manchmal mit schwachen Spitzen, länglich, 
oft sichelförmig gekrümmt (Fig. öl); die Sporenmembran ist relativ 
dann, gut nach Durchfärbung mit Fuchsin sichtbar: Exine und Intine 
sind nicht zu unterscheiden. Vor der Keimung schwelten die Sporen 
stark an (Fig. Ö2}, Die Keimung erfolgt in folgender Weise: 1. polar 
(Fig. .54): 2. seitlich, äquatorial; einseitiges Aufreißen der Sporenmem- 
bran, schnelles Wachstum des Keimstäbchens, Keimung mit komma- 
förmig gekrümmten Stäbchen; 3. seitlich, äquatorial; eine Längsseite 
der* Sitorenniembran reißt und das Stäbchen schlüpft häufig schräg 
heraus {Fig. ftSb); 4. Streckung der Membran bis zur Stäbchenlänge 
und unregelmäßiges Zerreißen derselben; n. selten äquatorial, ring- 
förmiges Aufreißen der Sporenmembran, Streckung des Keimstäbchens, 
Membran als Kappen an den Polen desselben festhaftend (Fig. ,53a). 
Die Keimstäbchen, welche nicht sofort schwärmen, werden 2- bis 
3-lang und ungefithr 1,39—1,.") /t breit. Auf Agar nach 6—7 Stunden 
sind Einzel- und Doppelstäbchen und 4-, seltener bis 8-stäbige Zell- 
fäden vorhanden, deren Stäbe homogen 2-lang und 2-zellig sind; nach 
].">— 16 Stunden meistens lebhaft schwärmende Einzel-, Doppelstäbcheo 
und bis 4-, äußerst selten bis 8-stäbige ZellfUden; Stäbchen mit Fett- 
tröpfchen angefüllt; Zellen sehr häufig äußerst kurz (Chlorzinigod) 
und von normaler Dicke; die Stäbe in den Zell^den sind oft etwas 
angeschwollen. Nach 20—24 Stunden findet man im oberen Teile 
der Agarkolonie vorherrschend Sporangien; die in denselben oft 
schräg liegenden Sporen sind oval, meist länglich oder sichel- 
förmig. Nach 36 — 40 Stunden findet man freiliegende Sporen, 
Sporangien und Ruhestäbchen: es sind vorherrschend Einzel- und 
Doppelsporangien, jetzt von sehr variabler Form, entweder stäbchen- 
förmig 1- bis 2-lang oder oval, eiförmig; die Ruhestäbchen sind fast 
alle schmäler als die KeimstSbchen und laufen in charakteristischer 
Weise häufig spitz zu. Die Schwärmer besitzen peritriche Begeiße- 
lung. Die Intensität des Wuchses in den Nährlösungen \ß^& — 4, 
Viä = 3, V>'^4 und III, IV, IX = ist charakteristisch. Die Agar- 
strichkultur. Nach 15 — 20 Stunden weißlich, homogen, glänzend 
schleimig. Ältere, besonders bei Zimmertem|ieratur entwickelte Kolo- 
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nieen werden mehr wler weniger intensiv gelb, im obereo Teile manch- 
mal rötlich. Die Möhrenkultur ist nach mehreren Tagen dick, glasig, 
mehr oder weniger stark schleimig fadenziehend. Alte Kolonien 
werden meistens gelb gefärbt Starke Diastase- und Alkaltbildung 
eind in Nährlösung V^ vorhanden. Die Gelatine wird verflüssigt. 

5. Bacillus EUenbachensis. 

Spore. SporengrÖiJe : 0,8;^ (i breit, 1,7 — 2,2 /* lang. Sporen- 
form: Fig. 55. Die Sporangienmembran bleibt lüige erhalten; Exine 
und Intine sind nicht zu unterscheiden. Relativ starke Anschwellung 
der Sporen vor der Keimung; sie keimen polar. Die S[K)rangien- 
membranen hängen bei der Keimung häutig noch an den Sjwren- 
membranen fest (Fig. 5();. Die Keimstäbchen werden bis 3-lang 
und ungefähr 1,11 /* breit; sofort nach der Keimung beginnen die 
Stäbchen lebhaft zu sehwärmen. Auf Agar nach 6 Stunden sind 
Einzel-, Doppelstäbehen, seltener H-stäbige Zellffiilen entwickelt, deren 
Stäbe 1- bis .^lang sind; räch 12-4(1 Stunden haben die Stäbchen 
viele kleine, oft aber auch bis sporengroBe Fetttroi)fen gespeichert. 
Nach 20 Stunden sind vielstäbige Zellfäden vorhanden; die Stäliclien 
sind 1,39—1.5 fi breit; nach 40— (i4 Stunden sind Sporangien aus- 
gebildet, 2- bis 10-, seltener mehrsiäbige ZellfUden mit aus einlangen 
Sporangien bestehenden Stäbchen; meistens schwellen die fertig ent- 
wickelten, fettfreien Sporangien etwas an und runden sich ab (Fig. Tii). 
An den nach Löffler gefärbten Schwärmern erkennt man jieri- 
triche Begeißelung. 

Die Intensität des Wuchses in den Nährlösungen I, II, 
III = 2—4 und V, \a, VI, VII, X = ist charakteristisch. Uela- 
tineplattenkuUur: Nach 2—3 Tagen, bei Zimmertemperatur, sind 
rundliche, körnige Tiefenkolonien mit fast stets seitlichen liyphen- 
äbnlichen Ausläufern entwickelt; das Ausläuferwachstum kann auch sehr 
schwach ausfallen. Die Oberflächenkolonien vergrölJem sich schnei), 
verflüssigen napfförmig die Gelatine; außerhalb des Verflflssigungsnapfes, 
peripher wird ein Strahlenkranz gebildet, Agarstrichkultur: Nach 
40 Stunden ist die Kolonie dick, grauweiülich, glasig matt glänzend, 
mehr oder weniger häutig. Eine ältere Kolonie wird bräunlich, 
Möhrenkultur: Die Möhrenscheibe wird nach 5 — 8 Tagen von einer 
dünnen, weißlichen, glänzenden Kolonie bedeckt. Alkalibildung findet 
in Nährlösung III statt. Diastasebihlung ist in Nährlösung III und 
Va kaum nachweisbar. Die Gelatine wird verflüssigt. 

6. Bacillus mycoides. 
Spore. SporengroBe: 0,H3 /* breit, 1,4—2,2 /* lang. Sporenform: 
Fig. 5K. Sporangienmembranen bleiben lange erhalten; diese sowohl 
wie auch die Sporenmembranen werden nach Durclifärbung mit Fuchsin 
gut sichtbar; ohne Reagentien ist die Sporenmembran nicht zu erkennen; 
Exine und Intine sind nicht zu unterscheiden. Relativ starke An- 
schwellung der Sporen vor der Keimung; letztere erfolgt polar 
(Fig. 60). Charakteristisch ist die Erscheinung, daß bei der Keimung 
an den Sporenmembranen meistens noch die Sporangienmembranen 
(Fig, 59) festbaften. Die Keimstäbchen werden bis 4-lang, seltener 
länger; ihre Breite beträgt 1,11 fi. Mit Methylenblau 1:40 schwach 
durchfärbt, erscheinen die Keimstäbchen fast vollständig homogen, also 
vakuolenfrei. Auf Agar sind nach ungefähr 17 Stunden meistens ein- 
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unri sechsst&bige Zellfätten vorhanden, deren Stfibe meistens 1- bis 10-, 
(loch auch noch mehrzellig sind (Chlorzinkjod), doch es kommen auch 
Einzel- nnd Doppelstäbchen und 10- bis 20-stäbige Zellfäden vor, 
deren Stäbe 2- bis 4-zellig sind. Die Stäbchen sind an den Polen 
meistens fast gerade abgeschnitten, „eckig", noch vollständig homogen 
und 1,39 n breit Langsame Eigenbewegung der Stäbchen kann statt- 
finden. Die Geißelfärbung ist schwer ausführbar. Die Begeißelung 
ist peritrich. Die Länge der Stäbe nimmt zu, so daß nach ungefähr 
40 Stunden mehrstäbige Zetlfäden vorhanden sind, deren Stäbe zum 
Teil Fetttröpfchen gespeichert haben und 50- und mehrzellig sind; 
im oberen Teile der Kolonie sind schon wenige Sporangien ausgebildet. 
Nach 64 Stunden auf Agar bei 28 <> sind im oberen Teile der Kolonie 
auf der Ägarfläche fast nur Sporangien vorhanden, welche meist zu 
Zellfäden vereinigt sind, die ein-, seltener bis achtstäbig sind und 
deren Stäbe aus 2, 4, bis 20 einlangen Sporangien bestehen. Nach 
mehreren Tagen beginnen die Sporangien anzuschwellen, sich abzurunden 
und vielstäbige Zellfäden mit aus einem Sporangium bestehenden 
Stäbchen und Einzel- und Doppelsporangien auszubilden. Die Inten- 
sität des Wuchses in den Nährlösungen III, I und = 3 — 4, und 
V, Va, V^, \'r, \d, VI, VII, X = 0—1 ist charakteristisch. Ge- 
latineplattenkultur: In Gelatineplatten entstehen weiße Trübungen, 
in denen feine weiße Fäden von unregelmäßigem, wirrem, verästeltem 
\'erlaufe hervortreten. Die jungen Kolonien sehen aus wie junge Pilz- 
myzelien, Nach mehreren Tagen ist die ganze Gelatineplatte von einer 
fest zusammenhängenden Haut bedeckt Gelatinestichkultur: Im 
Gelatinestich findet man nach einigen Tagen längs des Stichs feinste 
Härchen in dichter Reihe in die Gelatine vordringen. Agarstrich- 
kultur: Auf Agar bei 2H^ wächst der Bazillus ebenfalls in Gestalt 
eines schnell sich ausbreitenden, wurzelartigen (myzelartigen} Geflechts. 
Nach mehreren Tagen bei 28" sind Fäden in den Agar hineingewachsen. 
Möhrenkultur: Bac. mycoides wächst auf der Möhre schlecht 
Nach Wochen ist ein trockener, körniger, dicker Belag entwickelt, 
welcher aus meistens abgestorbenen Stäbchen besteht Alkalibildung 
findet in Nährlösung III statt Diastasebildung ist in Nährlösung III 
nicht vorhanden, in Nährlösung Va, welche 4 Wochen bei 28" und 
6 Wochen bei Zimmertemperatur gestanden hatte, war schwache Diaetase- 
bildung nachweisbar. Gasbildung findet nicht statt Die Gelatine 
wird meistens relativ langsam verflüssigt, 

7. Bacillus subtilis. 
Spore. Sporengröße: 0,83— 0.94 ^ breit, 1.7— 1,9 /dang, Sporen- 
form: cbarakteristischerweise länglich (Fig. öl) wie die 4 vorderen 
Bilder, seltener wie die 3 letzten. Die Siwrenmembran , welche an 
den Polen der Sporen dicker ist als an deren Längsseiten, wird gut 
nach Färbung mit Methylenblau- oder Fuchsinlösung sichtbar; Exine 
und Intine sind nicht zu unterscheiden. Die Sporen halten ein '/j- 
bis 1-stündiges Kochen aus; sie schwellen vor der Keimung nur sehr 
wenig an. Die Keimung erfolgt: 1. seitlich unter Keimung mit Kurz- 
stäben (Fig. (i2) ; 2. seillich unter Keimung mit längeren, kommaförmig 
gekrümmten Stäbchen; 3. durch äquatoriales, ringförmiges Aufreißen 
der Sporenmembran unter Streckung des Keimstäbchens (Fig. ti3). Die 
Keirastäbchen werden 1- bis 2-lang, 0,83 ft breit und beginnen bald 
zu Bcbwärmen. Auf Agar, nach ungefähr 15—20 Stunden bei 28", 
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lindet man homogene Einzel- und Doppelschwärmer, welche 1- bis 
2-!ang unii 0,S3 — 0,94 fi breit sind. An den nach Löffler gefärbten 
Schwärmern erkennt man peritriche BegeiBelung. Nach 40 Stunden 
sind auf der Agarfläche Ruhestäbchen und wenige Sporangien, nadi 
ä — 4 Tagen vorherrschend Einzel- und Doppelsporangien mit end- und 
mittelständigen Sporen entwickelt. In Heu ab kochung findet nach 
ungefähr 15— Ä» Stunden bei ü^fi Kahnihautbildung und in den die 
Kalimhaut bildenden Ruhestfibclien starke Glykogen speicherung 
statt In Nährlösung X wird nach 2—4 Tagen stets eine Kahmhaut 
«ntwickelt. Die Intensität des Wuchses in den Nährlösungen: X und 
II = S— 4; III und IV = 0—1 ist charakteristisch. Die Agarstrich- 
knltur sieht nach !;> — 24 Stunden bei 2^" graiiweißUch, rauh, dünn, 
häutig aus. Die Möhrenkultur war nach lö Tagen entweder weid- 
lich, runzhg. stark leistenförmig (Bac.subtilis) oder schmutzigbräunlich, 
homogen glatt (Bac. subtilis a). Diastase- und Alkalibildung 
sind in Nährlösung X vorhanden. Nitritbildung findet in Nährlösung 
VII und II -|- 0,4 Proz. Kaliumnitrat statt. Die Gelatine wird ver- 
flitssigt. 

8. Bacillus pumilus. 
Spore. S|)orengröße: 0,5.'> ft breit, 0,94—1,52 ft lang. Sporen- 
form: charakteiistischerweise stäbchenförmig (Fig. 64, vordere 2 Sporen), 
seltener wie Fig. ü4, letzte 2 Sporen, Ohne Anwendung eines Reagenses 
ist die Sporenmembran nicht sichtbar; erst nach Durchfarbung der 
Sporen mit Fuchsin ist dieselbe deutlich erkennbar; Exine und Intine 
sind nicht zu unterscheiden. Die Sporen schwellen vor der Keimung 
nur wenig an. Die Keimung erfolgt polar (Fig. fiä). Die Keim- 
stäbchen werden 1- bis 2-läng und 0,rtr) /t breit; sie schwärmen so- 
fort. Auf Agar, nach 24 Stunden, sind meistens lebhaft schwärmende 
Einzel- und Doppelstäbehen entwickelt, welche O.li (Bac. pumilus a) 
bis t),77 ,w (Bac. pumilus) breit sind. Nach 2 — 4 Tagen findet man 
Ruhestäbchen und Schwärmer. Die Schwärmer sind stark aerotaktisch 
und haben peritriche Begeißelung. Nach 4—1') Tagen sind Sporangien 
vorhanden; sie sind stäbchenförmig, wie auch schwach abgerundet. 
Die Intensität des Wuchses in den Nährlösungen: II = 3 — 4, 
IV = 1—2 und V = 0—1, VI, VII, VIII. IX, X = ist charak- 
teristisch. Die Agarstrichkultur i.st nach 24 Stunden schwach, 
dünn, glänzend, glasig, entwickelt; nach 4 Tagen ist sie weißlich, 
homogen glänzend. Alles Sporenmaterial ist gelblich, stark glänzend. 
Die Möhrenkultur wird dünn, gelblich, entweder glatt oder schwach 
runzlig, nach mehreren Wochen grau, nicht schleimig. In Heuab- 
kochung findet starke Entwicklung, Kahmhaut- und schwache Gly- 
kogenbildung statt. In Nährlösung IV werden charakteristischer- 
weise eine Kahmhaut und flüchtige Ammoniumbasen entwickelt; 
Alkalibildung ist also in Nährlösung IV vorhanden. Diastase- 
bildung findet nicht statt Die Gelatine wird stets langsam ver- 
flüssigt 

g. Bacillus Simplex. 

Spore. Sporengröße: 0,K3 fi breit, 1,.H9— 1,7, selten bis 2,2 /i 

lang. Sporenform: Fig. (>6, seltener wie Fig. 07, Sporenmembran 

ohne Reagens nicht sichtbar; durch Methylenblau-Sudan oder Fuchsin 

wird die Sporenmembran geförbt. Exine und Intine sind nicht unter- 
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scheidbar. Relativ starke Anschwellung der Sporen vor der Keimung. 
Die Sporen keünen bipolar (Pig. G8), polar und seitlich. Die Keim» 
Stäbehen werden bis 3-, seltener mehrlang und 0,94 (t breit. Auf 
Agar entwickeln sich nach ungeffihr 9 Stunden bei 28" viele 12- 
stäbige Zellfäden, deren Stäbe meistens 2- bis 3-lang sind, und viele 
50- und melir-lange Zetlfäden, die auch mit Chlorzinkjod meist keine 
Septierung zeigen. Nach 12 Stunden sind meist lebhaft schwärmende 
Einzel- und Doppelstäbchen zu linden. Nach ICi — 18 Stunden findet 
man lebhafte Schwärmer und Ruhestäbchen von wechselnder Länge. 
Besonders charakteristisch sind die kurzen einlangen Schwärmer. Nach 
12 — 24 Stunden findet man viele lebhafte Schwänner; dieselben be- 
sitzen peritriche ßegeiöelung. Die Stäbchen sind 1 — 1,11 ft breit 
Nach 24 — 3(i Stunden haben die Stäbchen viel (ilykogen gespeichert. 
Nach 2 — 3 Tagen sind viele Stäbchen angeschwollen, mehr oder weniger 
abgerundet, und es sind Sporangieh entwickelt; die charakteristischsten 
und häufig vorkommenden Formen der letzteren sind etwas ange- 
schwollen und abgerundet, wie Fig. (iit; doch findet man auch häufig 
stäbchenförmige Sporangien. In Nährlösung V wird eine Kahmhaut 
entwickelt, welche aus 50-. (»0- und mehrstäbigen Zell^en besteht. 
Die Entwicklung in Nährlösung X geht sehr langsam und nur nach 
Impfen mit Stäbchenmaterial von statten; nach 3 — 5 Tagen ist noch 
keine Kahmhaut entwickelt; nach einigen Wochen ist die Lösung stark 
getrflbt. jedoch von unveränderter Farb^. Die Intensität des Wuchses 
in den Nälirlösungen I, V, X = 3—4; III, IV. \ß, VII = 0—] ist 
charakteristisch. Agarstrichkultur. Nach 24 Stunden bei 28* sind 
erst tröpfchenförmige Kolonien entwickelt; nach 2 Tagen ist die Kolonie 
gleichmäßig häutig, fein runzlig, faltig. Möhrenkultur. Nach 3 Tagen 
ist eine dicke, glasig- durchsichtige, gekröseartig oder schlangenartig 
gewundene Kolonie entwickelt, nach 7 Tagen ist dieselbe porzellanartig- 
weißlich. Alkalibildung findet in Nährlösung X statt. Diastase- 
bildung hat in Nährlösung X und V nicht stattgefunden. Die 
(ielatine wird verflüssigt. 

10. Bacillus cohaerens. 
Spore. Sporengröße: 0,83—1 /* breit, 1,7 — 2,2 /i lang. Sporen- 
form: normal (Fig. 70). Die Sporenmembran ist meistens ohne Reagens 
kaum sichtbar; mit Jod wird diei^elbe gelblich und mit Fuchsin rot ge- 
färbt. Exine und Intine sind nicht zu unterscheiden. Die Sporen 
schwellen vor der Keimung meistens stark an (Fig. 71). Die Keimung 
erfolgt vorherrschend polar (Fig. 72), dann bipolar, seltener seitlich, 
Die Keimstäbchen können bis 4-lang werden; sie sind 1,11 n breit. 
Auf Agar, bei 28" 5— 1> Stunden lang, danach 14 Stunden bei Zimmer- 
temperatur von ungefähr 15" entwickeln sich 20-, 50-, 100- und 
mehrlange Zellfäden, welche meistens septiert sind (Ghlorzinkjod). 
Nach 12 Stunden bei 28" sind meistens 2-, 3- bis 12-stäbige Zellfäden, 
nach 15 — 18 Stunden Einzel-, -Doppelstäbchen und bis 0- und seltener 
mehrstäbige Zellfäden entwickelt, deren Stäbe viel Glykogen gespeichert 
haben (Jodreaktion). Nach 40 Stunden sind 1- und 2-lange Stäbchen, 
viele schmäler, viele dicker als die Keimstäbchen, vorhanden. An den 
nacli LÖFFLER gefärbten Bakterien erkennt man peritriche Begeißelung 
Der Schwärmzustand tritt auf Agar, wie in den Nährlösungen un- 
regelmStlig ein. Nach 3 — 4 Tagen bei 28" sind Sporen entwickelt; 
dieselben werden normalerweise mittel-, seltener endständig ausgebildet. 
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Normale Sporangien (Fig. 73). Die Intensität des Wuchses in den 
Nährlösungen I, 11 = 3 und III, VI, VII = bis 1 ist charakteristisch. 
Agarstrichkultur, Nach 1 — 2 Tagen bei 28" oder noch besser nach 
t> Stunden bei 28" und 2 Tagen bei Zimmertemperatur ist eine dicke^ 
mehr oder weniger häutige, sclileimige, faltige Kolonie entwickelt 
Möhrenkultur. Nach 1 — 2 Wochen ist eine dicke, glasige, homogene 
Kolonie entwickelt, welche später mehr oder weniger faltig wird. 
Alkalibildung findet in Nährlösung I und V/4 statt Diastasebildung 
ist in Nährlösung I und Vß nicht vorhanden. Die Gelatine wird 
langsam verflüssigt 

II. Bacillus fusiformis. 
Spore. Sporengröße: 1,3 — 1,8 /* im Durchmesser. Sporenform: 
rund (Fig. 74). Die reifen Sporen sind meistens noch von der Sporan- 
gienmeniliran umgeben (Fig. 75^. Die Sporenmembran wird erst mit 
Hilfe von Fuchsin- oder Jodlösung gut sichtbar; Exine und Intine sind 
nicht zu unterscheiden. Vor der Keimung schwellen die Sporen stark 
an; sie keimen auf Agar nach 7 — H Stunden. Die Keimung erfolgt 
polar (Fig. 7(>). Die Keimstäbchen werden 1 — 1,2 ft breit; bald 
nach der Keimung beginnen die Stäbchen sehr lebhaft zu schwännen. 
Auf Agar, nach l.'t — 20 Stunden, findet man vorherrschend Einzel- 
und Doppelschwärraer, seltener etwas bauchig angeschwollene, vor 
der Sporenbildung befindliche Stäbchen. An den nach LÖffler ge- 
färbten Schwärmern erkennt man perit riebe Begeißelung. Nach 
1 — 2 Tagen sind auf der Agartläche vorherrschend Sporangien ent- 
wickelt. Dieselben sind sehr charakteristisch; ihre Form entspricht der 
Fig. 77. Im Kondenswasser findet man nach G Tagen und länger 
noch viele lebhafte Schwärmer. Weder Glykogen noch Fett waren 
nachweisbar. Die Intensität des Wuchses in den Nährlösungen: 
0. I, 11 = 3; V, Va, Vß, \y, X = ist charakteristisch. Agarstrich- 
kultur. Die Kolonie ist nach 1 Tage glasig, glänzend, homogen, 
nicht häutig und verändert ihr Aussehen auch in den nächsten Tagen 
fast nicht Möhrenkultur. Es findet nur sehr schlechte Entwick- 
lung statt; nach ungefUhr 12 Tagen entwickelte sich eine ganz dünne, 
wässerige, graue Kolonie. Alkalibildung ist in Nährlösung 0, I, II, 
III vorhanden. Diastasebildung (in Nährlösung I und II) ist nicht 
vorhanden. Die Gelatine wird langsam verflüssigt. 

Bacillus Carotanim Koch, 
lieber diese Spezies siehe: Gottheil, femer Koch (Bot Zeitung 
1K8S, Ko. 18). Er steht dem Bac. cohaerens und simplex sehr nahe. 



Kapitel XXI. 
Die anaeroben Bakterien. 

A. Allgemeines tlber Anaerobiose. 
Litteratur. 

Beijeriacll, M. W., Uebrr die Bulylalkohsl_^ärung und das Butylfermenl; Ver. 
kandehngea der Koninklijktn Akademie van iVelmschapfen le Amsterdam, 1893.- 
1. Stellt, Detl I. .Va. 10. — Flagge, Die Mikroorganismen, i8g6, 3. Auß., 1. Teil,. 
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Vogl in Leiptig. — LIborint, BeiIrSge tur Krnnlnis des Sauersloffbrdürfniists dfr 
Bitiltritn; Ztitschr. f. Hygiene iSSG. Bd. /, S. 113- — Pfeffer, I^anzenphysiologie, 
Bd. I, Lfipag i8gy. Wilhelm Engfimann. — MaUuschita, Zur Physioiogie der 
Sporenbildung der Batilien, nebst Bemerkungen tum Hachslum einiger Anaerobrn; 
Diaerlalion, Halle lgo2. 

Wenn man- unter Atmung den Stoffwechsel versteht, welcher die 
Betriebsenergie für die Organismen zu liefern bestimmt ist, so können 
wir folgende Arten der Atmung unterscheiden: 

1. SanerstotfatiunDg. a) Kohlenstoff - Sauerstoff - Atmung, 
die normale Atmung, welche den meisten Pflanzen eigen ist. b) 
Schwefelwasserstoff-Sauerstoff-Atmung, welche bei den Schwefel- 
bakterien vorkommt, c) Eisenoxydul-Sauerstoff-Atmung, bei den 
Eisenbakterien vorkommend. 2, Intrauioleknlare Atmung, bei welcher 
die Betriebsenergie durch Spaltung von energiereichen Verbindungen 
in eine Summe energieärmerer gewonnen wird. 

Im allgemeinen scheint nun jede Zelle RÜiig zu sein, Betriebs- 
energje auf kurze Zeit durch intramolekulare Atmung zu gewinnen, 
wenn ihr Sauerstoff nicht zur Verfügung steht, wie es eben so sicher 
ist, daß freier Sauerstoff von jeder Zelle, selbst von den Zellen obligat 
anaerober Organismen sofort in den Betriebsstoffwechsel hineingerissen 
wird, wenn er der Zelle geboten wird. 

Dennoch sind die verschiedenen Organismen, speziell unsere Bak- 
terien und Pilze, danti, wenn sie normal und fortgesetzt wachsen, wenn 
sie sich vermehren, überhaupt ihren ganzen Entwicklungsgang durch- 
laufen sollen, auf eine bestimmte SauerstofTzufuhr angewiesen. Von 
diesem Gesichtspunkt aus hat zuerst Pasteur (Compt rend. LH, p. iUO 
und 12C0, LVI, LVII, LXXX) welcher entdeckte, daß Leben ohne 
Sauerstoff möglich sei, die Bakterien in Anaeroben und Aeroben ein- 
geteilt. LiBORius (Z. f. Hyg. I, 116) unterschied dann 1. obligate 
Anaeroben, 2. fakultative Anaeroben, it. obligate Aeroben unter den 
Bakterien. 

Unter obligaten An aeroben versteht man danach solche 
Bakterien, „welche für alle ihre Lebensfunktionen auf die Abwesenheit 
von Sauerstoff angewiesen sind" (Liborios, 1886. S. IG))). 

Es gibt in der That Bakterien, welche sich fortgesetzt vermehren 
können und Sporen bilden, wenn ihnen jede Spur von Sauerstoff ent- 
zogen wird, Beuerinck's Granulobacter butyhcum vermehrte sich 
fortgesetzt in einer Nährlösung, der indigschtrefelsaures Natrium und 
mehr Natriumhydrosulfit, als zur Weißerhaltung des Farbstoffes nötig 
war, zugesetzt worden war, so daß keine Spur freier Sauerstoff vorhanden 
sein konnte {Beijerinck, 189,% S. 33). Jedoch verträgt auch dieser 
Bazillus sehr geringe Sauerstoffmengen, ohne abzusterben ; seine Schwärm- 
oidien bewegen sich sogar bei A'orliandensein geringster Spuren von 
Sauerstoff, jedoch findet bei Vorhandensein der geringsten Sauerstoff- 
mengen keine Sporenbildung statt (Beijerinck, 18!t3, S. IUI. 

Aber selbst der Granulobacter Beijerinck'» vermag bei geringer 
Zufuhr von Sauerstoff zu leben und sich zu vermehren, er ist also 
nicht absolut obligat anaerob. Zwischen dieser Kategorie und der 
nächsten der der fakulativen Anaeroben gibt es überhaupt alle Ueber- 
gänge, vorzüglich wenn wir den Begriff der fakultativen Anaeroben mit 
(len Bakteriologen etwas weiter fassen, als es Liboriüs gethan hat. 

Eine solche Art von Uebergangsform bildet z, B. anscheinend 
der Kauschbrandbazillus, der nach Kitt manchmal in Kulturen in 
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1 Liter Bouillon bei voller Zufuhr von Luft wuchs (C. f. B. lKi)ö, 
Bd., XVIL 1. Abt.. S. lOS). Freilich könnte dabei auch der Sauerstoff 
durch energische Gasbildung ausgetrieben worden sein. Als Ueber- 
gänge können auch die Formen gelten, welche bei Sauerstotfabschluß 
am besten gedeihen, doch aber bei Luftzutritt noch gut wachsen (z. B. 
die termophilen Bakterien von Rabinowitsch bei 37"). 

Ueber die fakultativen Anaeroben sagt Liborius: „Diese Bakterien 
sind fdr gewöhnlich auf Zufuhr von Sauerstoff angewiesen: alle ihre 
Lebensäußerungen geben am kräftigsten von statten, wenn sie mit reicli- 
Hchen Sauerstoffmengen in Berührung sind, und eine Beschränkung 
der letzteren führt ersichtlich zu einer Verlangsamung des Wachstums. 
Sie sind aber andrerseits nicht so empfindlich gegen Sauerstoffmangel, 
daß sie ihre Lehensäußerungen dann etwa völlig einstellen, sondern sie 
pflegen Je nach der Vollständigkeit der Sauerstoffentziehung, immerhin 
noch eine beträchtliche Konsumption des Nährmaterials und eine be- 
deutende Vermehrung zu leisten." Als Beispiele zählt Liboriub 
■ Bacillus anthracis, Spirillum cholerae asiaticae etc. auf. Dieser Begriff 
ist später erweitert worden, so daß z. B. Ootschlich {FlIjoge IHim, 
S. 127) sagt: „Uebrigens gibt es auch umgekehrt fakultative Anaeroben, 
die bei Sauerstoffabschluö besser gedeihen als bei Luftzutritt". Bei 
den Anaeroben hängt es sogar manchmal von den von außen zuge- 
tührten Kräften ab, ob eine Spezies besser mit oder ohne Sauerstoff 
wächst. So fand Rabinowitsch, daß ihre ternlophilen Bakterien bei 
hoher Temperatur aerob schneller, bei niederer Temperatur aerob lang- 
samer wuchsen, als anaerob. Obligate Anaeroben sind nach Liborius 
solche, weiche für alle ihre Lebensfunktionen auf die Abwesenheit von 
Sauerstoff angewiesen sind. 

Diese Klassitizierung der Bakterien ist für die Bakteriologie 
praktisch, genügt jedoch nicht für eine genaue Kenntnis der Bakterien- 
species. BezUgHch des Verhaltens einer Baktertenspezies zum Sauer- 
stoffe wären vielmehr eine ganze Reihe von Fragen zu beantworten, 
von denen ich die folgenden hervorheben will. 

1. Bei welcher maximalen Konzentration des Sauerstoffs vermag 
eine Spezies noch die vollständige Entwicklung durchzumachen? 

2. Welches ist die optimale Konzentration, bei welcher die Spezies 
die ganze Entwicklung am kräftigsten durchführt? 

3. Bei welcher minimalen Konzentration des Sauerstoffs vermag 
eine Spezies noch ihre ganze Entwicklung durchzuführen? 

4. Wie verhält es sich mit dem Maximum, Optimum und Mini- 
mum der Konzentration für das Wachstum und die Vermehrung der 
Oidien? 

5. Welchen Einfluß übt die Sauerstoffkonzentration auf die Sporen- 
bildung und Sporenkeimung der Spezies aus? 

6. Welclien Einfluß übt die Temperatur auf die Kardinalpunkte 
aus? 

7. Welchen Einfluß üben die Emährungsverhäitnisse auf die Lage 
der Kardinalpunkte aus? 

H. Wie wirkt ein regelmäßiger Wechsel in der Zufuhr des Sauer- 
stotfs? 

!t. Wie verhält es sich mit der Gewöhnung der Spezies an ver- 
schiedene Sauerstoffkonzentrationen ? 

10. Wie ändert sich der Stoffwechsel bei den drei Kardinal- 
punkten ? 
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Eine hierher gehörende Untersuchung hat jetzt Matzuschita (in 
Klebs' Laboratorium) ausgeführt Bacillus butyricus begann erst zu 
wachsen, als der Sauerstoffgehalt der Luft auf 0,0003 Volumenprozente 
herabgesetzt worden war und entwickelte sich bei vollständigem Sauer- 
stoffausschluß üppig. In verilflnnter Luft von 12,5 mm Druck wuchs 
der Spaltpilz also noch nicht. Der fakultativ anaerobe Bacillus brevis 
wuclis bei den verscliiedensten Sauerstoffs^iannungen gleicli gut 

Wenden wir nun unseren Blick noch kurz auf die Ernährungs- 
Physiologie der Änaeroben während des anaeroben Lebens. Die anae- 
roben Bakterien nehmen während des anaeroben Lebens nicht nur die 
Stoffe aus dem Nälirsubslrate auf, welche sie zum Aufbau ihres Körpers 
brauchen, sondern sie nehmen auch eine große Menge von passenden 
Stoffen auf, um sie zu zerspalten und so Betriebsenergie aus denselben 
zu gewinnen. Dabei sind wahrscheinlich für die verschiedenen Bakterien- 
spezies die zur Gewinnung der Betriebsenergie brauchbaren 
Stoffe nicht immer die gleichen, wie auch der Aufbau von Zell- 
substanz nicht allen Spezies mit den gleiciien Substanzen gelingt. 
Manche Spezies gedeihen anaerob mit Pepton allein (Bacillus putre- 
faciens, coli nach Beijerinck, Bot Zeit 1801, S. 745. Anmerkung). 
Für manche Buttersäurebakterien genügen (Uyzenn oder Invertzucker 
oder Mannit, für andere Weinsäure oder Äpfelsäure oder Zitronensäure 
als einzige organisclie Nährsubstanz. 

Manche anaeroben Organismen sind sehr wälderisch bezüglich 
der verwendbaren Verbindungen. So können z. B. bestimmte Saccharo- 
mycesarten noch nicht einmal alle einfachen Zuckerarten gebrauclien. 
d-Galactose kann nicht zur intramolekularen Atnmng von Saccliaroniyces 
apiculatus dienen, wird dagegen von Saccharomyces eerevisiae dazu 
verwendet (Arminius, C. f. B. IH'M. IL Abt.. Bd. II, S. (iöS). Im 
allgemeinen scheinen fakultative Änaeroben viel wählerischer 
in den für ihren Betriebsstoffwechsel brauchbaren Substanzen 
zu sein, wenn sie intramolekular atmen, als wenn sie Sauer- 
stoffatmung durchführen. So können manche Saccharomycesarten 
die nur bei Gegenwart bestimmter Zuckerarten anaerob leben, aerob auch 
ohne Zucker und mit sehr verschiedenen Nährstoffen auskommen. China- 
säure und Pepton ernähren zusammen Saccharomyces eerevisiae gut, 
wenn ihm Sauerstoff zur Verfügung steht nur kurze Zeit und schlecht 
bei Sauerstoffmangel (Chudiakow, Landw. Jahrb. 1894, Bd. XXIII, 
S. 481)). Im allgemeinen scheinen die Anaeroben gegen stark alkalische 
Reaktion der Nährsubstrate weniger empfindlich zu sein als Aeroben. 
Nach Matzuschita (1902) hört das Wachstum der Anaeroben erst bei 
10^157(» Sodazusatz zur Nährgelatine auf. 

Exkrete, welche bei dem Stoffwechsel der An aeroben 
gebildet werden, sind für die verschiedenen Spezies sehr 
verschieden, auch wenn die Nährstoffe gleich sind, die den 
Spezies zur Verfügung stehen. 

* So z. B. erzeugten B. pol^-piformis und muscoides in den von 
LiBORius angewandten Nährsubstraten kein Gas und kein Ferment^ 
während der Pseudo - Ödembazillus und Clostridium foetidum in den 
gleichen Nährsubstraten (lasentwickelung hervorriefen und Ferment ent- 
wickelten (LiBORius, 188G, S. IGH). 

Es geht aus der Angabe zugleich hervor, daß Anaerobiose mit 
und ohne Gasbildung vorkommt Dabei kann wohl eine bestimmte 
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Spezies unter Umständen, je nach der Art des zur Verfügung stehenden 
Nährstoffes, bei der Änaerobiose Gas bilden oder nicht. 

Von gasförmigen Exkrelen kommen bei den Anaeroben vor; 
1. Kohlensäure (meist), kann jedoch auch fehlen oder der Menge nacl) 
sehr unbedeutend sein (A. Mater, C. f. B. 1802. Bd. XII. S. 100); 
'S. Wasserstoff, sehr liäulig und in größerer Menge; 3. Stickstoff; 
4. Methan; b. Koblenoxyd. Von anderen Exkrcten sind der Menge 
nach bei einzelnen Spezies oft besonders hervorragend: Aethylalkohol 
(Saccharomyces cerevisiae bei Gegenwart von Dextrose), Butylalkohol 
-(Granulobacter butylicum; bis 2"/^ des angesetzten Mehles; Beijerinck. 
1S93, S. 37); Milchsäure etc. 

B. Allgemeines über die Kulturmethoden fUr Anaeroben. 
Litteratur. 

SotAIa, Eine einfache Methode xur Isolierung von anaeroben Bakterien; Zeit. 
Schrift für Mvgiene i8go, Bd. XCI. — SurrI, Zur Isolierung der Anaerobm; Cen- 
Iralbt.f. Baki.' igtu, //. Abt.. Bd. Vllt, Xo. 77, S. 533. — Fraakel, Kart, Ueber d,e 
Kultur anaerober .Ifiiroorgnnismen; Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde 188H. 
Bd. III, S. 735- — FrOnktl, Karl, Die Eimfirkung der Kohlensäure auf die Lebem- 
tkäligteit der Mikroorganiimen ; Zeitschr. f. Hygiene iSSg. Bd. V. S. 33J. — Cabri- 
ttchewikj, Zur Technik der bakteriologischen Untersuchungen; Centralbl. f. Bakt. h. 
Parasitenkunde 1S9I, Bd. X, S. 248. — Gäntber, Einführung in das Studium der 
Bakteriologie, triftig iRgg. — Heste, Ein neues Verfahren zur Züchtung anorrober 
Bakterien; Zeitschr. /. Hygiene und Infektionskrankheiten iS^l, Bd. XI, S. 231. — 
Hatppe, Die Methoden der Bakterienforschung, Wiesbaden iKgi, S. 323. — Kabrhel, 
Zur Frage der Züchtung anaerober Bakterien; Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde 
iSgg, I.Abh., Bd. XXV, S. SSS- — Ltoäner, Die Adhäsiontiultur, eine einfache Me- 
thode zur biologischen Analvse von ]'e^talionsgrmischen in natürlichen oder künst- 
lichen Sährsubstraten: Ref.' Centralbl. f. Bakt.' igo2, 11. Abt.. Bd. VIII. .?. 2S6. — 
Migala, .System der Bakterien, Jena 189J. Bd. /. — Xikiforoff, Ein Beitrag tu den 
Kulturmethoden der Anaeroben: Zeitschr. f. Hygiene iSpO. Bd. VIII. S. 489. — Ome- 
Uamkl, Ein einfacher Apparat tur Kultur von Anaeroben im iteagensglase , Centralbl. 
f. Bakt. igo2, H. Abt., Ao. !3. S. 711. — t^tiffer, Pflantenphyslologie 1897. Bd. I. — 
Sebatteafrob und Grasbtrger, Ueber Buttersaure^ärung, 1. Abhandluns;; Archiv f. 
Nvgiene igoo. Bd. XXXVII, S. 54. — TurrA, Zur Anaerobenkultur; ' Centralbl. f. 
Bakt. igo2, I. Abt., Bd. XXXI, S. 175. Originale. — Welcbselbamm, Beiträge tur 
Kenntnis der anneroben Bakterien des Menschen; Centralbl. f. Bakt. igo2, I. Abt., 
Bd. XXXII. S. 401. Originale. 

Sollen Bakterien bei vollständigem AbschluB von Sauerstoff kul- 
tiviert werden, so wird man in den extremsten Fällen gut thun, die 
Kultunnedien selbst zuerst völlig von Sauerstoff zu befreien. Zu dem 
Zwecke kann man die Nährsuhstrate einfach eine Zeit lang zum Sieden 
■erhitzen, besser aber erhitzt man die Nährsubstrate in einem Wasser- 
bade auf Hü" bis 42" und verdünnt die Luft Über dem Nährsubstrate, 
bis dasselbe ins Sieden gerät, in dem man es einige Zeit erhält Auch 
durch Einleiten von Wasserstoff oder Kohlensäure in die eventuell ge- 
schmolzenen Nährsubstrate läßt sich der Sauerstoff aus ihnen austreiben. 

Sollen in dem sauerstofffreien Nährsubstrate nun Kulturen an- 
gelegt werden, so muß dasselbe in einem sauerstofffreien Kaunie er- 
halten werden, ' 

Es ist zuerst darauf zu achten, daU solche Räume wirklich dicht 
gegen (he Außenluft abgeschlossen sind. Ein dauernder Abschluß 
gegen den Sauerstoff der Außenluft ist durchaus nicht leicht herzustellen. 
(ilasgefäße werden am sichersten durch Zuschmelzen geschlossen, 
Kautschukstöpsel, welche dick und gut sind, schließen Räume relativ 
gut ab, vorzüglich wenn sie noch mit geschmolzenem Paraffin überzogen 
werden, Kautschukschläuche lassen durch ihre Wandung Wasserstoff 
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ziemlich leicht hindurch und dafflr Sauerstoff eintreten. Flüssiges Pa- 
raffin schliefit anscheinend auch wenig sicher ab (Mioula, 1897, S. 329). 
Quecksilber schließt gut ab; da seine Dämpfe für die Zellen giftig sind, 
so bedeckt man seine Oberääcbe am besten mit einer Wasserschicht. 

Wichtig ist es, kontinuierlich die Räume, welche saueratofHrei sind, 
auf ihren Sauerstotfgehalt zu prüfen. Als Indikator für Sauerstolf sind 
verschiedene Substanzen benutzt worden. Kabrhel z, B. wandte mit 
Methylenblau gefärbte Dextrose-Nährgelatine an, die sich in sauerstoff- 
freiem Räume völlig entf&rbt. Petri (C. f. B. 1900, Bd., XXVIII. 
1. Abt. S. 196) beschreibt eine Methode der Benutzung von Pyrogallol 
mit Kaliurahydroxyd als Indikator. Der FETRi'sche Apparat, den 
Altmann für diese Methode verkauft, ist unbrauchbar, weil die Innen- 
schale zu klein ist. 

Zur Entfernung der Luft ans den Kulturgefäßen hat man sich 
verschiedener Methoden bedient, die ich hier zuerst kurz anführe. 

1. Auspumpen der Luft, bei gewöhnlicher Temperatur, aus dem 
Kulturgefäße. 

2. Auskochen der Nährsubstrate und Gefäße bei gewöhnlichem 
Luftdrucke. 

3. Verdrängen des Sauerstoffs durch Wasserdampf, indem man 
das Kulturgefäß mit dem Nfihrsubstrate auf 30**— 40" erhitzt und die 
Luft in demselben mittelst der Luftpumpe möglichst verdünnt, so daß 
die Näbrsubstrate kräftig sieden. 

4. Verdrängen des Sauerstoffs durch indifferente Gase. 

5. Absorption des Sauerstoffs durch verschiedene Mittel, z. B. 
Natriumhydrosultit (SO* Na.*, von ORtlBL^K Zu beziehen), Ferrosulfat 
und Natronlauge, Mangansulfat und Natronlauge, Ferrosulfat und Ferro- 
cyankalium (Güunimg, Joum. f, prakt Chemie, 1879 N. F., Bd. XX. 
S. 434], alkalisches Pyrogallol. Auch sauerstoffbedürftige Mikroorga- 
nismen neben etwas Natronlauge, so z. ß. Saccharomyces Mycoderma 
in Malzwürzegelatine mit Dextrose oder auch Saccharomyces crevisiae, 
werden zur Sauerstoffabsorption benutzt. 

6. Gleichzeitige Benutzung verschiedener dieser Methoden. 

Auf den angegebenen Prinzipien beruhen alle in der Litteratur 
beschriebenen Kulturmethoden, für welche eine ganze Reihe von Appa- 
raten ersonnen worden ist. Ich gebe in dem folgenden eine kurze 
Uebersicht über die wichtigsten dieser Methoden. 

1. Auspumpen der Luft Pasteur, Joubert und Chahbeb- 
LAND (Compt rend. 1878) benutzten Apparate, aus denen die Luft 
durch Auspumpen entfernt wurde. Züpnik (C. f. B. 1898. Bd., XXIV. 
1. Abt, S. 267) benutzt die Toricelli'sche Leere als Vakuum. Klein 
(C. f. B. 1898, Bd. XXIV, S. 967) benutet eine auf geschliffener Glas- 
platte aufgesetzte, mit Wachs und Talg gedichtete Glocke, pumpt 
diese aus und läßt den Sauerstoff weiter durch Pyrogallol absorbieren. 
Oben ist die Glocke mittelst eines Schlauches geschlossen. 

2. Auskochen des Nährsubstrates und Abschluß des 
Sauerstoffs durch Ueberschichten. Hesse (Deutsche mediz. 
Wochenschrift 1885, Nr. 14) und Liborius (Z. f. Hyg. I. 1) kochen 
Nährgelatine oder den Nähragar in Höhenscliichten von 15^20 cm im 
Reagensglase, lassen auf 25" {resp. 40°) erkalten, impfen das Nährsub- 
strat und lassen erstarren. Hibler (C. f. B. 1899, Bd. XXV. 1. Abt., 
S. .'i24) giebt eine Methode zur Reinkultur in GelaÜnerölirchen mit 
hoher Schiebt an. Er entnimmt die Kolonien mit einer Glaspipette. 
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Weichselbadm {10021 läßt selbst flüssige Nährsubstrate mit Agar 
üherschichten. HtJpNER, Rosenbach, Liborius (Hueppe, IWl, S. 3(i4) 
haben A)>parate für die Entfernung der Luft durch Auskochen, welche 
mit „Infektionsfortsätzen" versehen sind, angegeben. Nikiforoff (IKiK), 
S. 4H(l) benutzt Glasiöhrchen, welche ganz mit durch Auskochen vom 
Sauerstoff befreiter Nährlösung gefüllt sind, impft und schmilzt die 
(ilasröhrchen darauf zu. 

Bdrri (1002} kultiviert in mit Agar gefüllten tilasröbren, die er 
beiderseits wie Gummistopfen verschlieüt und zerschneidet dann die 
Agarzylinder in Scheiben. 

3. Austreiben der Luft durch Wasserdampf. Fitz (1K84) 
benutzte schon, ähnlich wie Gruber, Kolben zur Kultur, aus denen 
er die Luft durch Wasserdampf bei niederem Drucke ausgetrieben hatte. 
(iRUBER (C. f. B. 1H87, S. 367, siehe auch Hueppe, 18itl. S. 3(>7) 
erwärmte das Nährsubstrat auf 30 bis 40" in einem oben etwas aus- 
gezogenen, mit Wattebausch, Kautschukstöpsel und Saugrohr versehenen 
Reagensglase und pumpte die Luft 15 Minuten lang aus, so daß die 
Flüssigkeit während dieser Zeit im Sieden bheb. Das Reagensglas 
wurde während des Siedens zuletzt zugeschmolzen. Aehnlich verfthrt 
Roux (Ann. de l'Inst Pasteur, T. 1, No. 2). Schotteliüs (C. f. B. 
1887, Bd. II, No. 4) gibt hierher gehörige Kölbchen mit Kappen- 
verschluß an. 

4. Verdrängen der Luft durch andere Gase. Hierher ge- 
hörige Methoden gaben Exner, Buchner {188;'», Hauser, Roux 
(1884, 1888), Liborius (1886) und C. FrXnkel (1888, S. 7*i!>) zuerst 
an. Die Autoren benutzen Reagensgläser oder Kölbchen, in denen der 
Agar (bei 40 — 42") und die Gelatine (bei 30^35") geschmolzen sind und 
leiten Wasserstoff ein. Fränkel kocht die Gelatine vorher aus, impft, 
leitet Wasserstoif durch die Röhren und schließt diese dann durch Ab- 
schmelzen der in einem Kautschukstöpsel steckenden Gasleitnngsröhren. 
Andere schmelzen die Reagensgläser oder Kölbchen selbst zu. 
LÖFFLER und Fuchs (18iiO) leiten in die umgekehrt gehaltenen Re- 
agensgläser Wasserstoff ein und schließen die Gläser mit Kautschuk- 
stöpseln, die paraffiniert werden (siehe Hueppe, S. 301). Hesse (Z. f. 
H., 1802, Bd. XL S. 237) stellt die Reagensgläser beim Einleiten des 
Wa.sserstoff's trad später auf Quecksilber, welches sich in einem kleinen 
Porzellantiegel befindet. Heim (C. f. B. 1802, Bd. XI, S. 800) und 
OoATA (C. f. B. 1802, Bd. XI, S. 621) arbeiten mit oben ausgezogenen 
Reagensgtäsern und leiten den Wasserstoff durch eine Kapillare ein. 

Gefäße, die zu Plattenkultnren geeignet sind, eventuell zur \'er- 
wendnng gewöhnlicher Petrischalen, sind mehrfach beschrieben worden. 
Blücher (1800) verwendet eine Glasglocke, welche er durch Glyzerin 
abschließt. Botkin (181K)} gebrauchte Paraffinum liquidum zum Ab- 
schluß eines solchen Gefäßes, Weichselbauh (1902) schließt sich an 
HoTKiN an und verwendet käuflichen Wasserstoff, den er aus der 
Bombe erst über glühende Kupferspiralen leitet, um den Sauerstoff zu 
entfernen, und zugleich Pyrogallol. Hierher gehört auch das A' er- 
fahren von Schattenfroh und Grasberqer (lOOO); sie reinigen den 
Wasserstoff, der im Kipp'schen Apparate entwickelt wird mit Bleinitrat, 
Kaliumchromat -{- Schwefelsäure, Silbemitrat, Kaliumpermanganat + 
Schwefelsäure, Pyrogallol und benutzen die BoTxiN'sche Glocke mit Paraf- 
finum !iqui<lum als Abschluß. Bulloch (C-.f B-, Bd. XX VU, S. 140) dichtet 
die auf eine Glasplatte aufgescblitfene Glocke mit Unguentum resinae 

C,ot,Z.MLvV^-.OOglC 



— 147 — 

und leitet Kohlensäure oder Wasserstoff ein, den Rest des Sauerstoffs 
durch Pyrogallol absorbierend. NovY verwendet auch ein exsikkatorähn- 
liches Gefäß mit eingeschliffeoen Glasstopfen und Wachs-Olivenöi-Dichtung 
(C. f. B. 1S93. S. 581), ebenso Lubinski, dessen kompliziertes Gefäß 
mittelst Vaseline und Wachs gedichtet wird (C. f. B. lHit4, Bd. XVI, 
S. 20], Hesse setzt eine Glasglocke auf Quecksilber auf, leitet durch 
Röhrchen Wasserstoff ein und benutzt zugleich Pyrogallol (Hesse, 
1802). Eine durch Kautschukschläuche zu schließende Fhische benutzt 
Nicolaier (C. f. B. 1894, S. 227). Migula (C. f. B., 1806, Bd. XIX, 
S. 804) wendet eine Glasglocke mit oberem Tubus, die er durch Hüssiges 
Paraffin abschließt, Kabrhel (1899) wieder eine auf eine Glasglocke auf- 
geschliffene, mit einem Gemische von 2 Teilen F'ett und 1 Teil Rinds- 
talg gedichtete Glasglocke an. Apparate, welche einzelnen Petrischalen 
entsprechen oder zur Beherbergung nur einer Scliale dienen sollen, 
sind ebenfalls mehrfach beschrieben. Zettnow (C. f. B. 1894, Bd. XV, 
S. 638) schildert einen mit Mennigekitt gedichteten Apparat für eine 
Petrischale, der wob! nur in der Hand Zettnow's etwas leisten kann. 
Flache Schälchen beschreiben Kitasato (1889), Kamen (1892) und 
Roth (C. f. B., 1893, Bd. XIII, S. 223), der die Zuleitungsröhre mit 
geschmolzenem Paraffin dichten läßt, Beck (C. f. B. 1897, Bd. XXII, 
S. 343), der seine Doppelschalen ganz mit geschmolzenem Paraffin 
dichtet, für Kulturen in Wasserstoff. Gabritbchewskt (1891) benutzt 
komplizierte, aber zweckmäßige Schalen für Wasserstoff und Pyrogallol 
mit Vaselinedichtung. 

Eine Methode für Objektträgerkulturen in Wasserstoff beschreibt 
Migula (1897, S. 330). 

LiNDNBR (1902) läßt zur Beobachtung der Entwickelung von 
anaeroben Bakterien unter dem Mikroskope eine feine Schicht der in- 
fizierten Nährlösung zwischen zwei absolut reine Deckgläschen bringen 
und mit Vaseline seitlich verschheßen. 

Als ,4ndifferentes'' Gas zum Verdrängen des SauerstotTes wurde 
fast allgemein Wasserstoff benutzt In reinem Wasserstoffe lassen 
sich in der That wohl die meisten Bakterien kultivieren. Allerdings 
hat Van Sencs (Dissertation, Leiden 1H!M)) eine Beobachtung über 
die schädigende Einwirkung von Wasserstoff auf die Bakterien gemacht. 

Kohlensäure ist für manche obligat anaerobe und fakultativ 
anaerobe Bakterien schädlich (Fränkel, 1889, S. 354), so z. B. für 
den obligat anaeroben Bauschbrandbaztllus und den Bazillus des malig- 
nen Ödems, doch wachsen einige Bakterien sehr gut in Kohlensäure- 
atmosphäre, so Pabteur's Vibrio septique (Pasteur, Joubert et 
Chamberland, Compt, rend. 1878, p. 1038), ferner der Bazillus des 
Typhus abdominalis, der FRiEDLÄNDER'sche Pneumococcus etc. (Frän- 
kel, S. 341). 

Ferran(C. f. B. 1898. Bd. XXVI. I.Abt., S.29) empfiehlt Azetylen- 
gas zur Vertreibung des Sauerstoffs, ohne Angaben über den Erfolg 
seiner Kulturen. Die allgemeine Brauchbarkeit dieses Gases ist zu 
bezweifeln, da Neljubow (Beihefte z. Botan. Centralbl. 1!KH, Bd. X, 
Heft 3) fand, daß meist schon in einem Gemische von 2 ccm Azetylen 
auf 8 Liter Luft Keimlinge der höheren Pflanzen starben. 

5. Absorption des Sauerstoffs der Luft, Nehcki benutzte wohl 
zuerst alkalische Pyrogallollösung zur Absorption des Sauerstoffs bei 
der Anaerobenkultur (Ueber die Lebensfähigkeit der Spaltpilze bei 
fehlendem Sauerstoff, 1880). Büchner (Z. f. physiol. Chemie 1885; 
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C. f. B. 1881, No. 5) stellt kleine Reagensgläser in größere mit alka- 
lischer PyrogalluSBfiurelösung und schließt die größeren Röhren mit 
Kautschukstöpseln. Braatz und auch Nikiporoff (Z. f. Hjg-, Bd. VIII, 
S. 489) benutzen Pyrogallol bei der Züchtung von Anaeroben im hän- 
genden Tropfen. Tdrro (1902) gibt neue Gefäße für diese Methode 
an. die nichts prinzipiell neues bieten. Oheliansei (1902) beschreibt 
einen praktischen Apparat für ein einzelnes Reagensglas. Zur Absorp- 
tion benutzt er ein Gemisch von gleichen Volumen einer 12,.öproz. 
Kalilauge und einer 5proz. PyrogalloUösung. Es entwickelt dieses 
Gemisch Spuren von CO, absorbiert aber schnell. Die langsamer absor- 
bierende Mischung von 1 Vol. 25proz. PyrogalloUösung und G Vol. 60- 
proz. Kalilauge entwickelt kein CO. 

Hierher gehört auch der von verschiedenen Seiten empfohlene 
Zusatz reduzierender Substanzen zu den für Anaeroben bestimmten 
Kulturmedien. Kitasato und Wetl (Z. f. Hyg., Bd. VIII, S. 4) 
empfehlen einen Zusatz von 0,3 bis 0,5 Proz. ameisensaurem Natron 
als Zusatz zu den Nährsubstraten. Trenkhann (C. f. B., Bd. XKIII, 
S. 1041) benutzt mit Schwefelnatrium versetzte Nährböden zur Anae- 
robenkultur in offenen Reagensgläsem. Er fügt zu 20 ccm Nährgelatine 
(ohne Dextrose) 2 Tropfen einer lO-proz. Schwefelnatriumlösung. Von 
aligemeinem Interesse für die Kultur von Anaeroben sind auch die 
Methoden der Anreicherung von Mischkulturen an Anaeroben. Beije- 
BiNCK (C. f. B. 189.'>, II. Abt.. S. 105) benutzt dazu Gärkölbchen mit 
dünn ausgezogenen), zurückgebogenem oberen Ende. 

Aus der Zahl und Mannigfaltigkeit der Vorschriften für die Anae- 
robenkultur geht schon .hervor, daß diese Schwierigkeiten macht Sie 
finden ihren Grund wohl in erster Linie in der Verschiedenheit der 
Biologie der verschiedenen Spezies, vorzüglich in der Verschiedenheit 
der Ansprüche an die Spannung des Sauerstoffs, dann auch in der 
verschiedenen Empfindlichkeit gegen die zur Anaerobenkultur benutzten 
Gase. Die Methoden passen deshalb nicht alle für jede Spezies, und 
es ist besonders zu beachten, daß einzelne Spezies nur nach absoluter 
Entfernung des Sauerstoffs aus den KulturgefSßen wachsen können, 
die man mittelst der gewöhnlichen Verfahren nicht erreicht (Sulfid- 
ferment; Beijekinck, C. f. Bakt., 1895, II. Abt, Bd. L. S. 109), andere 
nur bei geringer Konzentration des Sauerstoffs gut gedeihen, manche 
schließlich bei jeder Sauerstoffspannung gut fortkommen. 



Uebung 23. 
Die Reinkultur einiger fakultativen und obilgaten AnaeroiMn. 

Wir benutzen folgende Apparate: 

1. Eine gute Wasserstrahlpumpe aus Glas oder Metall mit Queck- 
stlbermanometer oder richtig zeigendem anderen Manometer. Die Pumpe 
ist auf ihre Leistungsfähigkeit zu prüfen (siehe Preisliste von Altmamn, 
1902, Abt II, No. 968, Fig. 968; Preisliste von Greiner & Friedrichs, 
Wasserluftpumpe No. 626, Bender und Hobein München: Münchner 
Pumpe). 

2. Eine durch ein Wasserstrahlgebläse (z. B. Gebläse No. 972b 
der Liste von Altmann, No. 1129 der Liste von Hüoershoff (ge- 
triebene Gebläselampe) No. 780 bei Altmann). 
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3. Einschmelzröhren, welche wesentiich gleich den Rouxschen Röhren 
oder EartoSelkulturröhren {Altmabn, Fig. 204), nur länger sind. Sie 
sind aus leicht schmelzbarem (jlase von ungefilhr 1 mm Wandstärke 
hergestellt und haben eine Weite von 1,8 cm, eine Länge von 27,5 cm. 
5,5 cm über dem zugeschmolzenen Ende sind sie eingeschnOrt. Bei 
Bestellungen sind die Maße anzugeben. 

4. Gut schließende Exsikkatoren mit seitlich eingeschliffenem Glas- 
hahne; Höhe 15 cm, lichte Weite 11 cm. Sie werden mit einem Ge- 
mische von 2 Teilen Fett und 1 Teil Talg oder 1 Teil Wachs und 3 
Teilen Vaseline eingefettet und völlig ausgepumpt, dann 2 Tage bei- 
seite gestellt Danach verbindet man den geschlossenen Hahn derselben 
mit der Luftpumpe, läßt dieselbe arbeiten, bis das Manometer festen 
Stand behält und Öffnet den Hahn des Exsikkators, wobei bei einem 
genügend schließenden Exsikkator kein momentanes Sinken des Mano- 
meters eintreten darf. 

Um Anaeroben zu fangen, verfahren wir folgendermaßen. Die 
Kugel von 6 Einschmelzröhren füllen wir zu </> mit abgekochtem 
Wasser; zu dem Wasser von 3 Kugeln setzen wir eine Messerspitze 
von reinem, sterilem Kalziumkarbonat. Eine Porzellanschale von unge- 
fähr 500 ccm Inhalt füllen wir voll Wasser, welches wir zum Sieden 
erhitzen. Wir schälen eine ungewaschene Möhre und schneiden aus 
ihr Streifen von 6 cm Länge, 1,5 cm Breite und 0,6 cm Dicke; Schalen 
und Stücke werfen wir in das siedende Wasser und lassen sie noch 
30 Sekunden auf dem Feuer. Wir stecken in jede der ti Einschmelz- 
röhren je einen Möhrenstreifen und ziehen die Röhren vor dem Gehläse, 
ungefähr 7 cm unter dem offenen Ende, zu einer dünnen, möglichst 
dickwandigen, etwa 5 cm langen Verengerung aus. 

Dann verschließen wir die Öffnung der Röhre mit einem Kautschuk- 
stöpsel mit Glasröhrchen, an dessen Ende wh- einen mit der Saug- 
pumpe verbundenen Gummischlauch anschUeßen. In einem Wasserbade 
erwärmen wir Wasser auf 30 — 40*, stellen die Kugel der Einschmelz- 
rOhre, welch letztere wir mit dem oberen Ende in ein Stativ einklemmen, 
senkrecht in das Wasserbad und setzen die Luftpumpe in Gang. Ist 
das Manometer auf festem Stande, so pumpen wir noch 10 Minuten 
lang weiter, nehmen dann die Röhre aus dem Wasserbade, schmelzen 
vor dem Gehläse sofort die Verengerung in der Mitte zu und ziehen 
das ohere Stück des Rohres ab, so d^ nun das Rohr luftleer und 



Die Röhre stellen wir bei 28" beiseite und sehen schon nach 
4—5 Tagen Kolonien auf der Möhre. Zuerst treten diejenigen Spezies 
hervor, welche noch bei etwas höherer Sauerstoffspannung gut gedeihen, 
vorzOglich wird sich meist der gasbildende, gallertbüdende Bacillus 
asterosporus breit machen. Nach 10 — 20 Tagen sind stets auch noch 
andere, teilweise opake Kolonien von obligaten Anaeroben zu sehen. 
Darunter kommen Sarzinen, Streptokokken, vielleicht auch Formen, 
welche dem Clostridium Pastorianum Winooradskys (C. f. B., II. Abt, 
iy02, S. 43), dem Granulobacter saccharobutyricus. von Schattenfroh 
und Grabberger (Archiv f. Hygiene, 1900, S. 54), dem Grannlohacter 
saccharobutyricum und lactobutyricum Beuerincks (1893) ähnhch sind 
und reichlich Glykogen und logen speichern. Nach 15 — 30 Tagen 
öffnen wir eine oder die andere Röhre, die gute Kolonien zeigt, indem 
wir sie in ein Tuch einsehlagen und ihre Spitze in der GebläseSamme 
erweichen. Meist ist ein Ueberdruck in der Röhre vorhanden, so daß 
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die Gase die Spitze durchbrechen. Wir feilen hierauf die Röhre an 
einer unausgezoRenen Stelle mit der dreikantigen Feile ein wenig an 
und sprengen mit glöheniler Sprengkohle (Garbo nitratus, von E. Merck 
bezogen) die R5hre ringsherum gerade ab. Nun nehmen wir mit der 
Platinnadel von jeder Kolonie eine Spur hinweg und untersuchen sie 
in einer Spur JodjodkaliumlÖsung mit dem Mikroskope. Viele Kolonien 
werden aus Bac, asterosporus bestehen. Diese lassen wir unbeachtet. 
Wir suchen uns einige andere Kolonien, am besten solche, welche 
Sporen zeigen, zur Reinzucht der sie bildenden Spezies aus. Mit je<ler 
dieser Spezies legen wir in folgender Weise anaerobe Plattenkulturen an. 

Wir sterilisieren uns im Autoklaven ein Gemisch von bO g 
Kalziumkarbonat mit 150 g Wasser. 

Wir schmelzen sechs Röhrchen mit Heydenagar (oder D-Agar), 
erhitzen letzteren einige Minuten zum Kochen und stellen die Röhrchen 
dann in ein Wasserbad von 40", bis sie auf diese Temperatur abgekQhlt 
sind. Drei der Röhrchen versetzen wir mit einem Tropfen der um- 
geschUttelten Kalziurakarbonatmilch. 

Wir bringen nun eine Öse voll des Materials der Kolonie in ein 
Reagensgläschen mit steriler Nährlösung I, schütteln tüchtig um, bringen 
von der Mischung eine Öse voll in ein zweites Reagensglas mit K^ir- 
lösung I, schütteln wieder und stellen dann noch eine solche dritte 
Verdünnung her. 

Aus jeder Verdünnung nehmen wir eine Öse voll der Flüssigkeit 
heraus und impfen je eins von drei Agarröhrchen damit Dasselbe 
wiederholen wir mit den anderen drei Agarröhrchen, Dabei schütteln 
wir die ßöhrchen nicht, sondern rühren nur mit der Platinöse ruhig 
um, damit keine Luftblasen im Agar entstehen. Die sechs Röhrchen 
gießen wir dann in Petrischalen aus und lassen in diesen den Agar 
völlig erstarren, im Sommer auf Eis, im Winter in einem 
kalten Räume. Um ein völliges Schließen der Petrischalen zu ver- 
meiden, hängen wir über den Rand der kleineren Schale ein Häkchen 
aus sterilem, dickem Messingdraht und decken dann den Deckel auf. 

Die nötige Anzahl von Exsikkatoren haben wir uns in folgender 
Weise hergerichtet Wir stellen in den reinen, von Fett völlig befreiten 
Exsikkator eine offene Petnschale mit Dextroseagar, deren Oberfläche 
wir stark mit Bacillus subtilis geimpft haben. Auf diese Schale legen 
wir zwei Glasstreifen. Den Rand des Exsikkators fetten wir sorgfältig 
neu ein. 

Auf die Glasstreifen über die Schale mit der Kultur von Bac. 
subtilis stellen wir unsere Kulturschalen, schließen den Exsikkator und 
pumpen ihn möglichst luftleer. Wir stellen dann den Exsikkator bei 
2«" in den Brutschrank und pumpen ihn alle Tage oder alle 2 Tage 
wieder aus. Wir lassen dann, vor Öffnung des Hahnes des Exsikkators, 
welcher mit der Luftpumpe verbunden ist die Pumpe erst so lange in 
Tätigkeit, bis das Manometer in Ruhe bleibt 

Nach 2 Tagen können wir den Exsikkator einmal Öfhen, um die 
Petrischalen zu untersuchen. Sind keine gut entwickelten Kolonien 
da, so setzen wir die Kultur fort und sehen alle 2 Tage nach. Even- 
tuell drehen wir, wenn es nötig ist, die Schalen um, so daß die Agar- 
oberfläche dann nach unten zeigt Sind dann Kolonien vorhanden, so 
untersuchen wir sie mikroskopisch und impfen damit eventuell in 
Reagensgläsem befindlichen (schräge Fläche!) Heydenagar. Dextroseagar, 
der eventuell mit Kalziumkarbonat versetzt wird, sterile Möhrenstreifen 
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oder KartofTelstreifen etc. Die Reagensgläser stellen wir in Exsikka- 
toren, neben Reagensgläser, welche Kulturen von Bacillus asterosporus 
oder Bacillus subtilis enthalten und pumpen diese Exsikkatoren so aus, 
wie wir es vorher kennen gelernt haben. 



Kapitel XXIJ. 
Die mikrochemischen Reageotien. 

Alkohol absolutus. 

Alkohol, 70proz. (zur säurefesten Färbung), 

Chloralhydratlösung. 5 g Chloralhydrat in 2 g Wasser gel&st 

Chlorziakjodlösung. 80 g Chlorzink, 5 g Jodkaliura, 0.H g 
Jod, 14 ccm Wasser. 

Eau de Javelle. (Arthur Meyer, Grundlagen und Methoden, 
1901, S. 15). 200 g Chlorkalk (am besten in Packung von Heister 
aus den Apotheken zu beziehen) werden mit 1450 destill. Wassers 
fein verrieben, in eine mit gut schließendem Stöpsel versehene Flasche 
gegeben und mit einer Lösung von 250 g Natriumkarbonat in 
450 g Wasser gemischt. Die Mischung wird unter wiederholtem Um- 
schQtteln vier Tage im Dunkeln stehen gelassen und dann filtriert Das 
Filtrat wird so lange mit einer lOproz. Kaliumoxalatlösung versetzt, 
als noch ein Niederschlag entsteht. Nach dem Absetzen des Nieder- 
schlages wird filtriert 

Formol. Formaldeliyd purissim., 35proz. 

Fuchsinlösung 1 -f- 10. 4 ccm Fuchsinlösung g und 40 ccm 
W'asser, kurz vor dem (iebi'auche zu mischen. 

Fuchsinlösung g. gesättigt, in 95-proz. Alkohol. 

Fuchsinlösung \ zur Kernfärbung. Fuchsinlösung v 15 Tropfen, 
Wasser 10 ccm; kurz vor dem Gebrauche zu mischen. 

Fuchsinlösung r, verdünnte. 2 ccm Fuchsinlösung ^, 10 ccm 
Alkohol, 10 ccm Wasser. Darf nicht zu alt werden. 

Anilinfuchsin (Ehrlich's Lösung). Muß 12 Stunden absetzen, 
wenn sie keinen Farbstoffniederschlag auf dem Präparate geben soll, 
und muS möglichst frisch angewandt werden. 

2 ccm Anilin werden mit 50 ccm Wasser geschüttelt Die Lösung 
wird durch ein feuchtes Filter gegossen. Dem klaren Filtrate setzt 
man 5 ccm Fuchsinlösung g hinzu. 

Gelblösung. 0,2 g Dimethylamidoazobenzol (Bnttergelb) in 
50 ccm 95proz. Alkohol gelöst. 

„Gramjodlösung" (Gram 1884). 1 g Jod, 2 g Jodkalium, 
300 g Wasser. 

„Gramvioletf-AniÜnwasser-Geiitianaviolett (Ehrlich, 1882). 
4 ccm Anilinöl werden mit 100 ccm Wasser geschüttelt; die Lösung 
wird durch ein angefeuchtetes Filter gegossen. Zum Filtrate setzt 
man 11 ccm einer gesättigten Lösung von Methylviolett (BB, ehem. rein. 
Höchst) in 95prozentigera Alkohol. Die Lösung ist erst nach 12 bis 
24 Stunden brauchbar und hält sich nur wenige Wochen. 

Jodjodkaliumlösung k. konzentrierte. 3 g Jod, 3 g Jod- 
kalium, 20 ccm Wasser. 
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Jodkaliumlßsung seh, schwächere. 2 g Jod, 1 g Jodkahum, 
200 ccm Wasser. 

Karbolfuchsin (ZiEHL'sche oder NEELSEN'sche Lösung). 100 
ccm fön^rozentige, filtrierte Karbolsfiurelösanf und 10 ccm Fucbsin- 
lösung g. Darf nicht zu alt werden. 

Methylenblaulösung 1 -j- 10 g. 1 Vol. der Methylenblau- 
lösung g und 10 Vol. Wasser. Darf nicht zu alt werden. 

Methylenblaulöeung g, gesättigte; hergestellt mit fl5- 
prozentigem Alkohol, (lieber Methylenblau siehe Michaelis, Cen- 
tralbl. f. Bakt., 1. Abt., 1901. Bd., XXIX. S. 763.) 

Methylenblaulösung », verdünnte. 1 Vol. Methylenblau- 
lösung g, 40 Vol. Wasser. Darf nicht zu alt werden. 

Methylviolettlösung g, gesättigte, in 95prozentigem Alkohol. 
Als Methylviolett verwenden wir „Methylviolett B.B. ehem. rein, Höchst", 
welches von Dr. Siebert & Zieoenbein in Marburg a/L. bezogen 
werden kann oder von Grübler. Es ist auch als „Gentianaviolett" 
zu verwenden. 

Fflnfprozentige Natriumkarbonatlösung. 2,5 g Soda, 30 g 
destiUiertes Wasser. 

Osminmsänrelösung. Osmiumsäure (Addum osmlcnm crj'st.) 
0,5 g, der Inhalt eines Röhrchens, gelöst tu 50 ccm Wasser. 

Salzsäurealkohol 3 + 100. 3 ccm Salzsäure und 100 ccm 
Oöprozentiger Alkohol. 

SafraniolÖsung. 0,1 g alkofaollösliches Safranin, 50 ccm 
95-prozentiger Alkohol, 50 ccm desL Wasser. 

Einprozentige Schwefelsäure. 5 ccm fOnfprozentige Schwefel- 
säure, 45 ccm Wasser, 

Fflnfprozentige Schwefelsäure. 5 ccm konzentrierte Schwefel- 
säure, 95 ccm Wasser. 

Sudanlösung. 0,1 g Sudan III (Amidoazobenzolazo-^naphthol, 
von Grübler & Co., Leipzig) in 20 ccm 95prozentigem Alkohol gelöst. 
Auch Fettponceau ist in gleicher Weise zu empfehlen (Leonor 
Michaelis, Deutsche medizinische Wochenschrift 1901, Nr. 12). 



Kapitel XXIU. 
Verzeichnis der allgemeinen Litteratnr und der Bezugsquellen. 

A. Litteratur. 
Abel, Taschenbuch für bakteriologische Praktikanten, enthaltend 
die wichtigBten technischen Detail Vorschriften zur bakteriobgischen 
Laboratoriumsarbeit, 5. Auflage, Würzburg 1900. — FlCoge, Die Mikro- 
organismen, I. Teil, Leipzig 1896; II. Teil, 1896. — Karl Günther, 
Einfuhrung in das Studium der Bakteriologie, 5. Auflage, Leipzig 1898. 
— Heim, Lehrbuch der bakteriologischen Untersuchung und Diagnostik, 
Stuttgart 1894. — Hceppe, Die Methoden der Bakterienforsch uug. 
5. Auflage, Wiesbaden 1891, 0. W. Kreidel. — Alb. Klöckeh, 
Die Garungsorganismen in der Theorie und Praxis der Alkoholgftrangs- 
gewerbe, mit besonderer Berücksichtigung der Einrichtungen und Arbeiten 
gftrungsphy Biologischer und gärungstechnischer Laboratorien, Stuttgart 
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1900. — Alfred Koch, Jahresbericht über die Fortechritte in der Lehre 
von den G&mngsorganismen, Branimchweig, Harald Bruhn. — Lehmann 
und Nedhann, Atlas und Orundriss der Bakteriologie nnd Lehrbuch der 
speziellen bakteriologischen Diagnostik, München 1896. — ERNsr 
Levt und Hato Brons, Bakteriologischer Leitfaden, H. Auflage 
des Bakteriologischen Nachschi agebuches von Erkst Levy und SlDKEY 
Wolf; Strassburg i. E. 1901, Ludolf Beust. — Paul Lindner, Mikro- 
skopische Betriebekontrolle in den Ganmgsge werben, I. Auflage 1895, 
III. Auflage 1901, Parey. — AHTHt;H Heyer, Erstes mikroskopisches 
Praktikum, Jena, Verlag von Gustav Fischer, 1898. — W. Mioula, 
System der Bakterien, Bd. I, Allgemeiner Teil, Jena, Gustav Fischer, 
1897. — W. MiGi'LA, System der Bakterien, Bd. II. 

B. Bezugsquellen. 

Faul ältmank, Berlin NW, Luisenstrasse 47 (Bakteriologische 
Oeratecbaften). — Gustav Christ & Co. Berlin S, Füretenstraie 17 
(Autoklaven, Heissluft-Sterilisier-Apparate, Zentrifugen etc.) — Gbeiner 
und Friedrichs, Stutzerbach i, Th. (alle Glasgeräte), — Dr. G. 
GrObler & Co., Leipzig (Farbstoffe, Agar etc.). — Franz Huoershoff, 
Leipzig, Albertstraße 28 (Brenner, Titrierapparate etc.). — Kral, 
Bakteriologisches Laboratorium, Prag I, Kleiner ßing 1 1 (Kulturen von 
Bakterien). — LactenschlXger, Berlin N., Oranienburger Strafie &4 
(BakteriokigiBche Apparate). — E. A. Lentz, Berlin C, Spandauer 
Straäe 36/37 (Sterili Bierungsapparate, Zentrifagen, Wasserbader. Brenner 
etc.). — AuQ. LDmkemann, Dortmund, Dampf-Desinfektions-Apparate- 
Fabrik, System Budenberg (Dampfsterilisatoren). — E. Mbrce, chemieche 
Fabrik, Darmstadt (Chemikalien). — Robert Mdencke, Berlin NW., 
Luisenstraße 58 (Bakteriologische Apparate etc.), — Dr, Hermann Robb- 
BECK (J. F. LuBME A. Co), Berlin NW., Karlstraße 20a (Bakteriologische 
Apparate). — Schilling, Gehlberg i. Th. (ExBikkatoren). — Dr, Sie- 
bert & KOhn, Kassel, HohenzoIlemstraBe 4 (GlasbUserarbeiten und 
Glasgerate). — Dr. Siebebt und Dr. Ziboembein, Marburg a. L. (Farb- 
stoffe und Chemikalien). — Fbledbich Witte, Rostock i. M, (Pepton). 
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Piguretterklärung für die farbige Tafel. 

Vergrösserung der Figuren verEcbiedeoartig. 

Fi);. 1. Bacillus alvei iiiic VolutanGkugeb, lebend mit M^thrlenbUn 1 + 10 t^firbt. 

Fi);. 2, 3, 4. Bacillus alvpi nacheinander mit Methylenblau, Jodjodkaliuni. 
Katrinnikarbonat behandelt. 

Fij;. 5. Sporaiigium von einem „GranulobacCer" mit viel Jod behADdelt. 

Fig. (j. Sporangium deseelbeii t^paltpilzce mit sehr weaig Jod behandelt 

Fig. 7. Sporaiigiuui mit durch Jod gefärbtem Glykogene von Bacillus astero- 
Bporus. Agarkultur. 

Fig. H, 8- Sporen von BaciUuB turaescens, von der Seite gesdien, mit Exine und 
Intine, mit Safraniu gefärbt. 

l-'i^'. 10. Sporen von Bacillus tunieecene, von oben gesehen, mit Safranin gefärbt. 

Fi^. II. Keimende Spore von Bacillus tumcsccn«. 

FiK- 12. a Keimstäbcheii, ß leere Sporen menibran von Bacillus tumescens. 

Fig. 13. Gekdmte Spore mit EweiHtäbigcm Zellfaden von Bacillus tumescens, ge- 
färbt mit Formolfuchsin. 

Fig. 14. Schwännoidio aus J2 Stunden aller Kultur von Bacillus tumcscens: 
Formol fuchsin. 

Fig, 15. Fettfreie Schwärmoidie mit 6 Kernen, von Bacillus turaescens; Formol- 

Fig. 16. Mit Methylenblau 1 -|- 10 gefärbte Oidien. 

Flg. IT und IH. Mit Methylenblau gefärbt«, fetthaltige StSbcheu von Bacillus 

tuniescens. 
P'ig. 10—22. Sporenentwicklung in den Sporangien von Bacillus tumescens. Bei 

tiefer Einstellung gezeichnet. 
t'ig. 33 — 2ä. Mit MethylenblaU'Sudan eefärbte Sporangien von Bacillus tumescens. 
Fig. 26— Sä. Bacillus tumescens nach der Form olfuchsm -Gelb-Metkode gefärbt. 
Fi^. 26A. In Auflösung b^tffenes Stäbchen, dessen Zytoplasma gelöst ist. mit 

Sudan gefärbt. 
Fig. 29 u. 29a. Fig. 29. Sporen von Bacillus tumeecena; 29a: dieselbe Spore mit 

Eau de Javelle bebandelL 
Fig. 30, 3], 32. Bacillus tumescens, fixiertes Material, 10 Sekunden mit Fuchsin 

V gefärbt. 
Fig. 83, 34. 35 36. 37. Bacillus turaescens, fixiert. 60 Sekunden warm mit 

Fuchsin V gefärbt. 
Fig. 38. 39, 40. Spore, Keimstäbchen und Sporangien von Bacillus tumescens 

nach der Sau refeatiKkeits- Methode gefärbt. 
Fig. 41, 42. 43. Spore, Kelmstäbchen, "Sporangium nach Gram geerbt. 
Fig. 44. Spirillum volutans mit Gelblösung und Methylenblau 1 + 10 gefärbt. 

Obj. '/„, Komp. Ok. 12, gezeichnet von Herrn Grimme. 
Fig. 45, 46. Bacillus rumlnatus. 
Fig. 47, 48. Bacillus tumescens. 
Fig. 49, fiO. Bacillus graveolens. 
Fig. 51. 52, Ö3. 54. Bacillus Pelaflites. 
Fig. 55. 56. 57. Bacillus Ellen bachenaia. 
Fig. 68, 59. UO. BacilluB myeoide*. 
Fig. 61, e>, 63. BactIluB subtilis. 
Flg. 64, 6.5. Bacillus pumilus. 
Fig. 66, 87. 68, 69. Bacillus «implex. 
Fig. 70, 71, 72, 73. BacilluB cohaercns. 
Fi«;. 74, 75. 76, 77. Bacillus fusiformis. 
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Acthylalbohol 144. 
Agitr-A^r 16. 
AKarstrichkuItur 48, 50. 
Alcoh. abeol. 151. 
Ampbitricha 1]6. 
Amylobacter 80. 
Anaerobiose 140. 
Aiiiliiifuchrtn 151. 
Aspergillus 21, 36, 40- 
A II flÖsungB vermögen 5T. 
Autoklav & 

Babea-Ernat'Bche Kdrperchen SO. 

Bncillus aceti 37. 

Bacillus amylozyme 104. 

llncilluH anthracie 35, 39. 

Bacillus asterosporus 74, lOa 104, 106. 

llacilluH Carotarum 39, 140. 

BncilJua cohsereos 37, 130. 

Itocilhis Ellenbacheneis 39, 97, 136. 

Bacillus Friedländer 104. 

Bacillus fusiforaiia 140. 

Bncillus graveolens 97, 134. 

Bacillus KütziDgiaoum 37. 

Bncillns mesentericue vulgatus 128. 

Bacillus raycoides 97, 136. 

Bncillns orthobutylicus 103. 

Bacillus Pasteurianum 37. 

Bacillus Petasites 97. 135. 

Bacillus polypiformis 143. 

Bacillus puniilue 98, 138. 

Bncillus ruminatus 39, 97. 

Bncillus Simplex 138. 

Bacillus subtilis 35, 39, 97, 115, 117. 

Bacillus tumeaccns 35,39, 97,99, 100,133. 

BeleuchtuDgsapparat 60- 

BcatimniunE 131. 

BezugsquelleD 153. 

Bier 26. 

Bierwürze 25. 

Bienvürzeestrakt 17. 

Blende tH. 

Blutserumnührböden 28. 

Brutttcbrank 43, 47. 

Büretten 97. 



bÜBchel-gr-isHelig 116. 
Butylalkohol 144. 

Chloralhydratlösung 151. 
Ohlorzinkjodlösunj; 151. 
Clostridium foetidum 143. 
Cloetridium Pa-storianum 103, 

DanipfsteriÜMtor 8. 
Dampftopf 8. 
Deck^loadicke 59. 
Definition der Spezies 43. 
Definitionsvermögen 57. 
Diastasebildung 132. 
Digestor " 



Durchmesser iles Sehfeldes 58. 

Eau de Javelle 151. 

Eigen vergrösserung der Objektive 

Ehrlichsche I>lsung 124. 
EiemährbödoQ 28. 
eingeisselig 116. 
einpolig- lophotrich 116. 
einpolig-monotrich 116. 
Einndimelzröhre 149. 
Essigsaurebakterie 97. 
Eurotium 36. 
Exine 75. 
Essikkatoren 14». 

Fakultative Anaerobe 142. 
Fangen der Spezies 43. 

Fixierung 112. 
Fleiechextraht 10. 
Fokustiefe 57. 
Formol 151. 
FuchsinlöBung 124, 151. 
Fuchsinlösung e 151. 
Fuchsinlösung k 151. 
Fuchsien lösung v 15t. 

Oasbildung 101. 
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Oasbürette 105. 
Geissein 115. 

GeieMlfärbung 115, 116, 123. 
Gelatiae 16. 
Gelatineplatten 70. 
GetatineHtichkultor 51, 53. 
Oelblöaung 151. 
Qiftpipett« 97. 
Glyk(«en 77, 79. 
Gramfärbung 114. 
Gnunjodlösung 114, 151. 
Oramviolett 114, 151. 
Oranulobact«r butylicum 144. 
(i ran u lose 79. 
Gummigebläae 97. 

Hefewasser 25. 
HeieslufUchrank 6. 
Heiseluftst^lisator 6. 
Herin jngetatine 27. 
Heuinfusuiu 26. 
Heyden-Agar 27, 
Hormodendron 21. 

Immersionsöl 57. 

Immersion 86 jeteme 61. 

Indol 102. 

Induktionsapparat 106. 

Int«DBivfärbuDg 112. 

Intens! vf&rbunfi: fixierter Bakterien 111. 

Intramolekulare Atmung 141. 

Intine 75. 

logen 79. 

iMttin -Schwefelsäure 101. 

leolierungHmetlioden 72. 



Karbolfuchsin, 124, 152. 

Kardinal punkte für die Sporeobildung 37. 

Kartoffel 29. 

Kartoffelbakterien I28. 

Kartofielkulturröhren 149. 

Keimung der Sporen 33. 

Knop-NährlöBung 15, 

Kohtenozyd 144. 

Kohlensäure 102, 106, 144. 

Kohlrabi 30. 

Kultur der Spezies 43. 

Kulturmethoae (ür Anaeroben 144. 



Lichtquelle 62. 
Litteratur, allgemeine 152. 
I^oefflers Beize 125. 
Lophotricha 116. 

Malz würze 25. 
Mäusetyphua 126. 
Manometer 148. 
Manometerregntator 9. 
Mehlnährböden 26. 
Merkaptane 101. 
McBbpipette 50 



Methan 103. 144. 
Methylen blaulÖBung g 153. 
Methylenblaulösung v 152. 
Mikrokokkus 37. 
Mikroskope 54. 
Milchnährböden 26. 
Milchsäure 144. 
Mikroskopierlampe 36. 
Milzbranospore 128. 
Möhre 29. 
Möhrenscheiben 33. 
Monotricha 116. 

Nihragar 27. 

Nährbouillon 25. 

Nähr-Gipaptatten 18. 

Nähr-Ki^lgallerte 18. 

Nährlösungen 34. 

Nährlösung , mineralische nach Wiiio> 

gradsky 15. 
Nährlösung nach Knop 15. 
Nährlösung, stickstoffreie 15. 
Nährstoff Heyden 17. 
Natriumkarbonat 153. 
NeeUen's^ie Lösung 124. 

Objektabetand der ObjektiTe 5& 
Objektive 57. 
Objekttisch 65. 
Objektmikrometer 67. 
Obligate Anaeroben 141. 
Okulare 57. 
OsmiumaäureloflURg 142. 

Papinacher Topf 8. 
PeniciUium 21, 34. 40. 41. 
Pepten 16. 
Peritricha 116. 
Platinnadel 48, 49. 
PlatinöM 48. 

Pseudo-ÖdembacilluB 143. 
PuTzelbewegung 116- 

Quittenachleim 29. 

Reinkultur 14a 
ßeinEuchtung 69. 
Bhodomycee 34. 
ßoUbacillus 128. 
BouBche Röhren 149. 
Ruheetäbchen 77. 

Saccbaromyc« 21, 36, 38, 40, 144. 
Surcina 128. 
Sauerstoffatmung 141. 
Säurefestigkeitamethode 113. 
Saureviolett 6B 124. 
SafranialÖaung 152. 
Salzsäurealkohol 152. 
Sauerstoff 107, 109. 
Schwarzfärben der Tischplatten 6. 
Schwär moidien 76. 
Schwefelsäure 152, 
Schwefelwasserstoff 102. 
Sellerie 30. 
Sicberheitsbrenner 46. 
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^pirillenagar 28. 
Skatol 1(S. 

Spirillum FiDkleri Prior 128. 
SpiriUum 116, 118. 
Sporen 74, 75. 
Sporenbildung 78. 
Su))hyiococcui 37. 
älerilisation, abeolute 3. 
Sslerilisation der HSnde 5. 
Sierilisation, diskontiDiiierlichc 5. 
SCorilixatioD, fraktionierte 5. 
Steril watioD, relative 4. 
Stickstoff 102, 110, 144. 
Sudan löBu Dg 152. 
Sumpfgas HO. 

Tcmperalurschwanbuugen 42. 
Tetanussporen 128. 
Thenuoregnlator 44. 
Thermoetat 43. 
Timotbeebazillus 113. 
Titrierung 99. 
Tötuugszeit 127, 128, 129. 
Topinambur 30. 



Traubenmost 17, 26. 
Trennungsmethoden 69. 
Trimethylamin 101. 
Tubuelänge 59. 

Uslilf^ 33. 36, 40. 

Verdünnungen 71. 
VerdünnungsniGthoden 73. 
Volutanskugeln 80. 
Volutin 80. 

Wachstumsintensität der Myxelien 35. 
Wamer, steriles 32. 
Wassewtoff 108, 110, 112, 144. 
Was8erstrahlgeblä«e 148. 
Wasserstrahlpumpe 148. 
Wärmeapparat für DeckglasprSparate 1 2.'). 

Zählkammer 73. 
Zeicbenappuat 67, 68. 
Zeichen Uotz 68. 
Ziehl'sche Lösung 124. 
Zuckerrübe 29. 
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